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Imunoproteasom je del natančno nadzorovanega ubikvintin–proteasomskega sistema, ki se 
izraža predvsem v imunskih celicah, kjer sodeluje pri vzdrževanju celičnega 
homeostaznega ravnovesja in nekaterih celičnih procesov. Njegovo zaviranje velja za že 
dobro uveljavljeno terapijo številnih avtoimunskih, rakavih in nevrodegenerativnih 
obolenj, trenutno sta v klinični uporabi dva peptidna zaviralca, bortezomib in carfilzomib. 
Spojine peptidne narave sicer veljajo za visoko selektivne, učinkovite in varne, vendar pa 
je glavna ovira njihova nestabilnost in slaba biološka uporabnost pri peroralni aplikaciji. 
Cilj te magistrske naloge je bil razvoj UHPLC analitske metode za ugotavljanje 
znotrajcelične koncentracije PR957 in DPLG3, peptidna zaviralca imunoproteasoma. 
Slednja namreč nista izkazovala učinkov na celični liniji, za kar je lahko vzrok npr. razpad 
spojine ali nesposobnost prečkanja plazemske membrane. Znotrajcelične koncentracije po 
inkubaciji bi lahko nakazale vzrok za njuno slabo aktivnost na celičnih linijah.  
Na začetku smo za spojini PR957 in DPLG3 poskušali določiti optimalne kromatografske 
pogoje gradientne ločbe na UHPLC sistemu, kar nam je tudi uspelo. V nadaljevanju smo 
določali njuno mejo detekcije in kvantifikacije, topnost, stabilnost v celičnem gojišču ter 
znotrajcelično koncentracijo. Obe spojini sta zadovoljivo topni v vodi, kar glede na njuno  
peptidno naravo ni presenetljivo. Prav tako sta obe spojini stabilni v celičnem gojišču. Pri 
analizi celičnih lizatov in gojišča smo zaznali jasen signal za obe spojini, a ker smo imeli 
zelo majhne izkoristke pri obarjanju proteinov, zanesljivega podatka o znotrajcelični 
koncentraciji ne moremo podati. Jasen signal za zaviralca pri celičnih lizatih pa nakazuje, 
da oba prečkata plazemsko membrano, torej prehajata v celice in to najverjetneje ni razlog 
za odsotnost učinka. Za nadaljnjo delo bi morali optimizirati pripravo vzorca, predvsem 
obarjanje proteinov, tako da bi dobili boljše izkoristke. Zaključimo lahko, da je 
občutljivost detektorja z nizom diod zadostna za določanje znotrajcelične koncentracije 
PR957 in DPLG3. Poleg tega pa je detektor z nizom diod bistveno preprostejši za uporabo 
v primerjavi z masnim detektorjem, ki bi ga lahko uporabili v našem primeru. 
 
 




Immunoproteasome is a part of well-controled ubiquintin-proteasome system, that is 
expressed mainly in immune cells and collaborates in degredation of damaged proteins. In 
this way it significantly contributes to the maintenance of normal cell homeostasis balance 
and some cellular processes. Its inhibition is considered to be a well-established therapy for 
many avtoimmune, cancer and neurodegenerative diseases, currently are two peptide 
inhibitors in clinical use, bortezomib and carfilzomib. In general, peptide compounds are 
considered as highly selective, effective and safe. The main obstacle is their instability and 
poor bioavailability in oral administration. 
The goal of this master thesis was to develop an UHPLC analytical method to determine 
the intracelullar concentration of PR957 and DPLG3, peptide type imunoproteasome 
inhibitors. There was a lack of effect on cells and the reason for this may be too small 
intracellular concentration of both, because of e.g. degradation or difficulty in crossing 
plasma membrane. The determination of intracellular concentrations may help determine 
the reason for the lack of effect. 
First we developed UHPLC method for separation and determination of PR957 and 
DPLG3. We then tried to determine solubility, stability in cell medium and intracellular 
concentration after the treatment of cells with selected inhibitor. As expected for peptide 
type compound, both inhibitors are sufficiently soluble in water and according to our tests 
both are stable in cell medium. We could also detect clear signal of them in samples of cell 
lysates and in cell culture medium, however because protein precipitation step removed 
most of the inhibitor, we could not produce reliable intracellular concentration. 
Nevertheless, the signal for inhibitors prove that at least some of the compound crosses the 
plasma membrane and that this is not the likely reason for the lack of effect on the cells. 
However, optimisation of the precipitation of proteins is necessary in any future 
development of this method. Nevertheless we were able to detect both inhibitors with DAD 
detector, which is significantly simpler to operate, compared to mass detector. 
 
 





Amax: najvišja vrednost absorbance 
ACN: acetonitril 
BSA: goveji serumski albumin (bovine serum albumin) 
DAD: detektor z nizom diod 
ddH2O: visoko prečiščena voda 
DMSO: dimetil-sulfoksid 
FBS: serum goveda zarodka 
FDA: ameriška agencija za hrano in zdravila 
HPLC (iz angl. high performance liquid chromatography): tekočinska kromatografija 
visoke ločljivosti 
i-Pr: izopropanol 
k': retencijski faktor 
LAF komora: komora z laminarnim pretokom zraka 
logP: porazdelitveni koeficient 
M: molska masa (g/mol) 
MeOH: metanol 
MFA: mobilna faza A 
MFB: mobilna faza B 
MFC: mobilna faza C 
MFD: mobilna faza D 
MHC 1: histokompatibilnostni faktor 
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MS: masna spektrometrija 
N (iz angl. theoretical plate number): število teoretskih podov 
NF-KB: transkripcijski jederni faktor 
PBS: fosfatni pufer 
Rs (iz angl. resolution): resolucija oziroma ločljivost 
SF: stacionarna faza 
T (iz angl. tailing factor): faktor simetrije vrhov  
t0: mrtvi čas 
tR: resolucijski čas 
TFA: trifluorocetna kislina 
THF: tetrahidrofuran 
TNF: tumor nekrotizirajoči faktor 
UHPLC (iz angl. ultra high performance liquid chromatography): tekočinska 
kromatografija zelo visoke ločljivosti 





1.1. Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
1.1.1. Zgodovina tekočinske kromatografije 
Začetki tekočinske kromatografije kot preperativne tehnike segajo v zgodnja leta 
dvajsetega stoletja. Osnovni princip ločbe je leta 1906 kot prvi v Varšavi predstavil ruski 
botanik Mikhail S. Tswett, v naslednjih letih pa je izraz kromatografija (iz angl. 
chromatography; iz grških besed chroma, ki pomeni barva in graphein, ki pomeni pisanje 
oziroma risanje) prvič uporabil tudi v svojih znanstvenih odkritjih in strokovnih člankih. 
Ukvarjal se je namreč z raziskovanjem pojava separacije različnih rastlinskih barvil kot so 
karoteni in ksantofili, ki se pojavljajo v listih. Velik korak naprej v razvoju kromatografije 
sta naredila A. J. P. Martin in R. L. M. Synge, ki sta leta 1952 prejela Nobelovo nagrado za 
kemijo za odkritje porazdelitvene kromatografije in njene teoretične razlage. Tako lahko 
šele od leta 1960 dalje govorimo o kromatografiji kot analitski tehniki (1,2).  
1.1.2. Osnove HPLC ločbe 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC – iz angl. high performance liquid 
chromatography) temelji na ločevanju in detekciji posameznih zmesi v tekoči fazi. 
Omogoča raziskovanje in kvantificiranje širokega spektra analitov iz kompleksnih 
organskih, anorganskih in bioloških vzorcev (3,4). 
Ločimo normalno-fazno (NP-HPLC) in reverzno-fazno kromatografijo (RP-HPLC), glavna 
razlika je polarnost mobilne faze napram stacionarni fazi. V praksi se pogosteje uporablja 
reverzno-fazna kromatografija, in sicer je glavna metoda ločbe za nevtralne in polarne 
spojine, ki imajo molekulsko maso manjšo od 2000 Da ter za šibke kisline in baze, 
proteine in peptide. Manj primerna je pri zelo hidrofilnih in zelo lipofilnih spojinah, za 
ločevanje izomerov ter kadar za injiciranje vzorca uporabimo nepolarno topilo (5,6). 
1.2. UHPLC - Tekočinska kromatografija zelo visoke ločljivosti 
UHPLC analiza (iz angl. ultra high performance liquid chromatography) pomeni 
tekočinska kromatografija zelo visoke ločljivosti. V zadnjih dvajsetih letih se je UHPLC 
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metoda izkazala za eno izmed najmočnejših tehnik separacije v analizi kompleksnih spojin. 
Njena uporaba v analitiki danes strmo narašča, razlog pa so številne prednosti napram 
drugim tehnikam na tem področju (6). 
Osnova tekočinske kromatografije je HPLC sistem, ki pa se je od uvedbe do danes že 
precej spremenil in dopolnil, kar je vodilo v razvoj novejših UHPLC sistemov. Splošni 
namen analize ostaja pri obeh enak, to je ločevanje kompleksnih zmesi in komponent 
posameznih spojin pod visokimi tlaki. Izboljšave so bili deležni praktično vsi njegovi 
elementi, rezultat tega pa je napredek v analitiki (6). Ključna razlika med klasičnimi HPLC 
in UHPLC sistemi je višji tlak analize, ki ga lahko dosegajo črpalke. Posledično so morali 
razviti zmoglivejše črpalke, ki so bile dovolj vzdržljive in so obenem zagotavljale 
konstanten pretok topil. HPLC kolone s premerom 4,6 mm so se izkazale za prevelike, zato 
so se pri UHPLC sistemih uveljavile manjše kapilarne kolone premera 2,1 mm. Z manjšim 
premerom kolone se je predvsem zmanjšala poraba topil zaradi manjšega pretoka. Krajše 
kolone z manjšimi delci SF imajo boljšo resolucijo, so bolj učinkovite, lažje prenašajo 
visok tlak, zato lahko separacija na njih poteka hitreje (9,13). 
Poznamo dve vrsti elucije:  
- izokratska elucija, kjer se sestava MF tekom analize ne spreminja. V tem primeru 
se kromatografski vrh razširi v odvisnosti od retencijskega časa spojine (tR) ter 
- gradientna elucija s spreminjajočim se razmerjem topil tekom analize. Slednjo se 
ponavadi uporablja pri kompleksnejših vzorcih, kjer so prisotni analiti z zelo 
različno lipofilnostjo oz. polarnostjo. Z gradientom topil namreč lahko dosežemo 
boljšo občutljivost in učinkovitost kolone. Slabost gradienta sta zmanjšana 
selektivnost in daljši čas analize, saj je v tem primeru na koncu elucije treba 
uravnotežiti kolono na začetno sestavo MF (4,7). 
1.2.1 Vpliv sestave topila 
Izbira ustreznega topila je ena izmed najpomembnejših parametrov pri HPLC ločbi in je 
odvisna od topnosti analita v njem. Pomembno vpliva na njeno selektivnost in posredno 
tudi na optimizacijo resolucije. Idealno topilo se meša z vodo, je dolgoročno stabilno in 
ima nizko temperaturo vrelišča. Pomembna je tudi nizka viskoznost topila, ki omogoča, da 
ima MF manjši upor pri potovanju skozi kolono in je zato masni pretok molekul preko SF 
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lahko večji. To se odraža v boljši separaciji, ožjih kromatografskih vrhovih in boljši 
učinkovitosti ločbe. Za reverzno-fazno kromatografijo sta najpogostejša izbira ddH2O in 
ACN, manj pogosto se uporablja THF, ki se ga ponavadi dodaja kot tretjo komponento k 
vodno-organski MF zaradi regulacije relativne retencije posameznih komponent. Omogoča 
zelo hitro separacijo in hitrejšo ekvilibracijo kolone ter se popolnoma meša z vodo (5,8). 
 
Slika 1: Primerjava različnih organskih topil na retencijo in selektivnost ločbe (povzeto po 5) 
1.2.2. Vpliv temperature 
Temperatura sistema je pomembna zaradi zagotavljanja ustrezne selektivnosti ločbe. Višja 
temperatura skrajša čas retencije, poleg tega ima mobilna faza manjšo viskoznost, kar 
lahko omogoči večji pretok. Večina sodobnih HPLC sistemov sicer termostatira mobilno 
fazo potem, ko pride iz kolone in preden gre na detektor. Poleg sistemskih parametrov pa 
temperatura vpliva na pH oz. aktivnost protonov v mobilni fazi in pKa vrednosti analitov 
(5). 
 
Slika 2: Prikaz vpliva temperature na selektivnost ločbe (povzeto po 5) 
UHPLC analiza je pogosto sklopljena in okrepljena z masno spektrometrijo. S to 
kombinacijo dobimo izredno močno analizno tehniko, ki združi separacijsko moč 
tekočinske kromatografije z zmogljivostjo masnega spektrofotometra. Različne izvedenke 
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slednjega omogočajo kvalitativno analizo, predvsem so v pomoč pri ugotavljanju kemijske 
strukture, ali kvantitativno analizo, kjer so masni detektorji znani po izjemni občutljivosti.  
MS je zato danes pomembno orodje pri spremljanju bioloških vzorcev s proteini in peptidi, 
ki sodelujejo pri številnih bolezenskih procesih in so zaradi prenizkih znotrajceličnih 
koncentracij neprimerni za detekcijo z drugimi analitskimi metodami (9,12). 
1.3. Sestava UHPLC sistema 
Ključni sestavni deli UHPLC sistema so injektor, črpalka, kolona in končni detektor. 
Tipična struktura je predstavljena tudi na Sliki 3. 
Injektor predstavlja začetni člen, ki omogoča avtomatsko in ponovljivo odmerjanje 
različnih volumnov in koncentracij vzorcev. Injiciranje mora potekati hitro in v majhnih 
volumnih, ki omogočajo ustrezno občutljivost metode. Kromatografski sistem namreč 
predstavlja kontinuiran proces, kjer pa s kakršnim koli vnosom dodatnih količin 
povzročimo spremembo pogojev ločbe. Tovrstnih sprememb in motenj mora biti čim manj 
(9). 
Črpalka je ključna pri zagotavljanju natančnosti analize, saj skrbi za konstanten delež 
posameznih topil, ki sestavljajo MF ter njen stalen pretok skozi kolono. MF gre najprej 
preko razplinjevalca, ki skrbi za odstranjevanje morebitno prisotnih zračnih mehurčkov. 
Črpalka v UHPLC sistemu je zelo zmogljiva in ustvarja tlak preko 1000 barov. Tako 
premaguje upor, ki ga glede na velikosti svojih delcev ustvarja SF v koloni (1,9). 
Kolona predstavlja glavni del UHPLC sistema, na kateri pride do ločbe analitov v vzorcu 
in je ključna za številne pozitivne spremembe v analizi. V notranjosti je napolnjena s SF iz 
delcev silike s silanolnimi skupinami in zaestrenimi različnimi substituenti. Splošno znane 
so tiste z velikostjo delcev 5 µm, danes pa se pri UHPLC sistemu uporabljajo SF z delci 
manjšimi od 2 µm. Pomembne lastnosti so nestisljivost, ozka porazdelitev delcev v koloni 
in njihova oblika (boljši so okrogli napram tistim z nepravilno obliko), saj poteka ločba na 
koloni pod visokimi tlaki. Večja poroznost pomeni manj stabilno SF in slabšo ločljivost 
sistema (14,15). 
Drugi pomembni parametri kolone, ki vplivajo na ločbo analitov: daljše kolone omogočajo 
boljšo ločbo analitov, a je tlak pri njih bistveno večji. Njihov notranji premer ima lahko 
razpon od 1 do 8 mm, najpogosteje pa so v uporabi analizne kolone z notranjim premerom 
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2 – 4 mm. Za zagotavljanje natančnosti mora biti vsaka analiza izvedena pri enaki 
temperaturi, kar dosežemo s termostatiranjem kolone (7,16). 
Detektor je končni del sistema, ki meri fizikalne spremembe in jih pretvori v vidne 
podatke, ki jih nato obravnavamo in integriramo v kromatogram z računalniškim 
programom. Krajše kolone z majhnimi delci SF zagotavljajo hitrejšo analizo, posledično 
pa je to velik izziv za detektorje. Imeti morajo namreč minimalen volumen disperzije in 
visoko frekvenco vzorčenja, da lahko učinkovito zbrejo dovolj podatkovnih točk za prikaz 
posameznega vrha (9). 
 
Slika 3: Shema HPLC sistema (povzeto po 11) 
Glede na postopke detekcije, ki se uporabljajo danes, je UHPLC v primerjavi s HPLC 
sistemom kar 2 do 3× bolj občutljiv. Najpogosteje uporabljen je UV-VIS detektor, ki je 
ugoden zaradi selektivnih, občutljivih in enostavnih meritev. Temelji na merjenju 
absorbance v območju ultravijolične in vidne svetlobe, le-to pa lahko uporabimo za 
kvantifikacijo analita in njegove koncentracije. 
Drugi detektorji: DAD oziroma PDA detektor (iz angl. diode array detector oziroma photo 
diode array), ki je prav tako pogosto uporabljen in deluje na podoben princip kot UV-VIS 
detektor, a s to razliko, da izmeri v odvisnosti od časa celoten absorbcijski spekter in ne le 
absorbanco pri določeni valovni dolžini ter ELSD detektor ter RID detektor (iz angl. 
refractive index detector) (7). 
1.4. Celična »biološka uporabnost« 
Rezultati bioloških študij in testiranj se pogosto ne ujemajo, kar predstavlja velik problem 
pri testiranju novih potencialnih zaviralcev na celicah. Tradicionalno se kot vzrok za to 
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navaja slabo prehajanje spojine preko plazemske membrane, kar lahko potrdimo z 
merjenjem znotrajcelične koncentracije testirane spojine. Vendar se moramo zavedati, da 
imajo na znotrajcelično koncentracijo lahko velik vpliv tudi slaba topnost testiranih spojin, 
tvorba nespecifičnih interakcij s serumskimi proteini prisotnimi v celičnem gojišču, 
nespecifične interakcije s celično membrano, nespecifične interakcije z zunajceličnim 
matriksom ter kemijske pretvorbe testirane spojine, kar lahko, ali pa tudi ne, katalizirajo 
encimi (Slika 4). Zato je za pravilno interpretacijo znotrajcelične koncentracije, nujno 
poznati vsaj nekatere od naštetih parametrov ali procesov. Na te pa ima velik vpliv lahko 
še čas izvedbe meritve in koncentracija spojine, ki jo testiramo. 
V primeru, da je spojina slabo topna, je vzrok za slabo prehajanje preko membrane 
prenizka koncentracija spojine, ki je na voljo za porazdeljevanje prek membrane v 
znotrajcelični prostor. V tem primeru ima velik vpliv tudi čas inkubacije. Koncentracija 
proteinov v celičnem gojišču lahko vpliva na znotrajcelično koncentracijo spojin, ki tvorijo 
močne nespecifične interakcije s proteini. Najlažje ta vpliv ovrednotimo z inkubiranjem 
celic s celičnimi mediji, ki vsebujejo različne koncentracije proteinov. Prav tako ima velik 
vpliv na znotrajcelično koncentracijo encimska ali neencimska razgradnja spojine, ki lahko 
vodi do nastanka aktivnih ali neaktivnih produktov. 
Če želimo pravilno interpretirati rezultate poskusov na celicah, moramo poznati 
znotrajcelično koncentracijo ter tudi druge parametre (topnost, vezavo na proteine...). 
Glavna nevarnost je napačna interpretacija rezultatov, ki raziskovalcev ne usmeri v pravo 
smer optimizacije obetavne spojine (10). 
 
Slika 4: Shematski prikaz dejavnikov, ki vplivajo na biološko uporabnost spojine v odvisnosti od 
časa ali odmerka (povzeto po 10) 
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1.5. Ubikvintin-proteasomski encimski sistem 
Celična presnova in rast celic je regulirana s sintezo in razgradnjo beljakovin. Zelo 
pomembno vlogo v vzdrževanju celične integritete ima ravno ubikvintin-proteasomski 
sistem. Ključen element tega sistema je proteasom, velik proteinski kompleks cilindrične 
oblike, ki se v evkariontih nahaja tako v celični citoplazmi kot tudi v jedru skoraj vseh 
celic. Vsebuje jih vsaka posamezna celica, med seboj pa se razlikujejo po strukturnih in 
katalitskih enotah. Je del natančno reguliranega, nadzorovanega in zapletenega 
proteasomskega sistema, v katerem ima glavno funkcijo pri nadzoru aktivnosti beljakovin 
in posledično pri proteolitičnem razgrajevanju več kot 80% normalnih in poškodovanih 
intracelularnih proteinov (transkripcijski faktorji, ciklini). Ob vsem tem pa pomembno 
sodeluje tudi pri uravnavanju koncentracije nekaterih proteinov, kot so ciklini in 
transkripcijski faktorji (p53 in NF-KB). Glavna tarča proteasoma so vsi poškodovani in 
neuporabni proteini, ki sodelujejo pri celični delitvi, proliferaciji in apoptozi, kot tudi 
napačno zloženi in mutirani proteini. Označeni so z večimi molekulami majhnega proteina 
t.i. ubikvintina, ki poškodovane proteine prepozna in jih cepi s proteoliznim encimom 
ubikvintin ligazo. Gre za kemijski postopek proteolize v notranjosti cilindra, kjer encim 
beljakovine cepi na približno 7 aminokislin dolgih peptidnih fragmentov, ti pa se nato 
izločijo iz notranjosti proteasoma (17,18). 
 
Slika 5: Shema ubikvintin-proteasomske poti (povzeto po 22) 
Obnova in razgradnja proteinov je zelo pomembna za vzdrževanje celičnega 
homeostaznega ravnovesja, preživetje in ohranjanje njihove funkcije ter celičnih procesov 
kot so proliferacija, diferenciacija, imunski in vnetni odziv, odziv telesa na stres, 
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predstavitev antigenov in apoptoza. Motnje v procesu razgradnje poškodovanih proteinov 
se odražajo v različnih bolezenskih stanjih pri ljudeh: 
- avtoimunske bolezni (Crohnova bolezen, ulcerozni kolitis, revmatoidni artritis), 
- maligna obolenja ter 
- nevrodegenerativne bolezni (Huntingtova bolezen, Alzheimerjeva bolezen, 
amiotrofična lateralna skleroza) (18,19). 
1.5.1. Struktura proteasoma 
Proteasom je sestavljen iz štirih beljakovinskih obročev (dva zunanja obroča α in dva 
notranja obroča β), ki se glede na funkcijo delijo na dva osnovna dela (Slika 6) (18). 
Osrednji jederni 20S del predstavljata dva notranja β obroča, ki vsebujeta po 7 podenot 
(β1-β7) in tri od teh so nosilke proteolitične aktivnosti (β1-kaspazam podobno delovanje, 
β2-tripsinu podobno delovanje in β5-kimotripsinu podobno delovanje). Jederni del lahko 
sam razgradi določene proteine, nanj pa so iz obeh strani pripeti stranski regulatorni 19S 
deli. Regulatorni deli so sestavljeni iz pokrova in osnove ter imajo prav tako pomembno 
vlogo pri delovanju proteasomskega sistema (19).  
 
Slika 6: Osnovna struktura proteasoma (povzeto po 20) 
Delovanje proteasoma se torej spreminja glede na regulacije v njegovi zgradbi. Možni sta 
dve kombinaciji regulatornega dela, ki sta prepoznavni po dvojnem poimenovanju, in sicer 
pri 11S oziroma PA28 govorimo o imunoproteasomu (20Si), pri 19S oziroma PA700 pa 
gre za konstitutivni proteasom (20S). 11S regulatorni del pomeni aktivator peptidazne 
aktivnosti 20S proteasoma (kratica PA), sestavljen pa je iz enake količine dveh različnih in 
povezanih 28kDA podenot (PA28). Enako torej velja tudi pri poimenovanju 19S 
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regulatornega dela (20). Pri 19S gre za cepitev substratov v ubikvintin z ATP-odvisnim 
načinom, pri 11S pa v ubikvintin z ATP-neodvisnim načinom. Ključno vlogo v zgoraj 
omenjeni ubikvintin-proteasomski poti ima  proteasom 26S z jedernim 20S delom in 
obema regulatornima 19S deloma. Celoten kompleks meri v premer 11 nm in v dolžino 15 
nm (19,20). 
V evkariontskih celicah so prisotne različne oblike proteasoma, ključni razliki sta v vrsti 
glavnega jedernega dela (CP) ter mestu delovanja. Poznamo: 
 imunoproteasom (iCP), ki ga prepoznamo po jedernem 20Si delu in se v glavnem 
nahaja v imunskih celicah, 
 konstitutivni proteasom (cCP), ki ga prepoznamo po jedernem 20S delu in se 
nahaja v vseh tipih evkariontskih celic ter 
 timoproteasom (tCP), ki se nahaja samo v kortikalnih timičnih epiteličnih celicah 
(21). 
1.5.2. Imunoproteasom 
Imunoproteasom je torej ena izmed treh različnih oblik proteasoma, ki se lahko pojavi pri 
vretenčarjih in je zaenkrat še slabo raziskan. Izražen je predvsem v imunskih in 
krvotvornih celicah kot so vranica, kostni mozeg, bezgavke in timus, manjše koncentracije 
pa najdemo tudi v možganih, pljučih, jetrih, črevesnem epiteliju in očesni leči. Pretvorba 
konstitutivnega proteasoma v imunoproteasom (izražanje 20Si dela z β podenotami) ter 
inducirana aktivnost imunoproteasoma je značilna za akutna vnetja in odgovor na stres kot 
rezultat prisotnih vnetnih citokinov, na primer tumor nekrotizirajoči faktor (TNF) α in 
interferon-ϒ (Slika 7). Povišana aktivnost torej je značilna pri raku pljuč, kolona, prostate 
in multiplem mielomu. Ima visoko afiniteto za cepitev peptidov s hidrofobnimi in 
bazičnimi ostanki, posledično ustvarja predvsem hidrofobne ali bazične peptidne 
fragmente s C-terminalnimi ostanki, ki sodelujejo pri predstavitvi na glavnem 
histokompatibilnostnem kompleksu MHC I. V primeru določenih bolezenskih stanj je 
značilna povišana stopnja izraženosti in aktivnosti imunoproteasoma, torej poteka 




Slika 7: Pretvorba konstitutivnega proteasoma v imunoproteasom (povzeto po 21) 
1.5.3. Zaviralci (imuno)proteasoma 
Zaviralci proteasoma veljajo za dobro uveljavljeno terapijo rakavih obolenj, saj je rast 
tumorja med drugim odvisna tudi od razgradnje proteinov. Hitro deleče maligne celice 
potrebujejo proteasom za spopadanje z nakopičenimi nepravilno zvitimi proteini, ravno 
zato pa so toliko bolj občutljive na njegove zaviralce. Osnova delovanja majhnih molekul 
zaviralcev proteasoma temelji na dejstvu, da tudi rakave celice proizvajajo beljakovine, ki 
na eni strani omogočijo njihovo preživetje, na drugi strani pa inducirajo proliferacijo celic 
in zavirajo njihovo smrt. Takšno zaviranje lahko vodi v kopičenje nepravilno zvitih 
proteinov ter reaktivnih kisikovih zvrsti, le-ti pa preprečijo tudi razgradnjo tumorskih 
supresorjev ter zmanjšajo število protivnetnih poti. Zaviralci so torej primarno učinkoviti 
napram neoplastičnim celicam, saj se z njimi premakne ravnovesje med sintezo in 
degradacijo na stran celične smrti. Zdrave celice so na tak stres neobčutljive. Večina 
naravnih in sintetičnih zaviralcev, ki so danes dobro poznani, delujejo protitumorsko in 
protivnetno, ciljajo pa tako na konstitutivni proteasom kot tudi na imunoproteasom in zato 
delujejo praktično skoraj na vsako celico (23-25).  
Glavni predstavniki zaviralcev proteasoma so peptidni zaviralci, ki se vežejo v aktivno 
mesto proteasoma. Njihova reaktivna funkcionalna skupina je odgovorna za specifičnost 
ter primerno zaviralno moč teh spojin. Lahko se vežejo z irreverzibilno ali pa reverzibilno 
kovalentno vezjo  na Thr1 ostanek katalitično aktivnih ß podenot. Njihov razvoj je potekal 




 Prva generacija zaviralcev (imuno)proteasoma: V naboru vseh morebitnih 
zaviralcev so v tej skupini za terapijo multiplega mieloma odobrili tri spojine, 
izmed katerih je samo učinkovina bortezomib v klinični uporabi. Bortezomib, 
dipeptid borove kisline, je selektivni reverzibilni zaviralec 26S proteasoma, ki 
hkrati zavira katalitično aktivnost konstitutivnega proteasoma ter 
imunoproteasoma. Leta 2003 je bil odobren tudi s strani Ameriške agencije za 
hrano in zdravila (FDA), nato pa je postal prva izbira pri terapiji bolnikov z 
multiplim mielomom ter ne-Hodgkinovim limfomom. 
 
Slika 8: Struktura bortezomiba (povzeto po 22) 
 Druga generacija zaviralcev (imuno)proteasoma: Prvi predstavnik spojin je 
carfilzomib, tetrapeptidni derivat naravnega produkta epoksomicina, ki ga je FDA 
odobrila leta 2012 za paciente, ki so bili pred tem že zdravljeni z vsaj dvema 
neuspešnima terapijama. Osnova strukture je epoksiketon, s katero tvori 
irreverzibilne povezave s Thr1 ostankom proteasoma, posledica tega pa je 
podaljšano trajanje zaviranja proteasoma. Spojine druge generacije se napram 
tistim iz prve generacije vežejo veliko bolj selektivno na β podenote in z majhno 
verjetnostjo vplivajo na preostale katalične podenote proteasoma. Ostali 




Slika 9: Struktura carfilzomiba (povzeto po 22) 
V zadnjem času so namesto spojin s širokim spektrom delovanja (bortezomib in 
carfilzomib) vedno pogosteje v ospredju raziskovanja novih zaviralcev, katerih delovanje 
je omejeno predvsem na imunoproteasom in ne tudi na konstitutivni proteasom. Ti 
specifični zaviralci so manj toksični, ne povzročajo toliko stranskih učinkov ter 
predstavljajo varnejšo terapijo avtoimunskih bolezni, nevrodegenerativnih bolezni in 
nekaterih oblik raka (26). 
1.5.4. Problematika peptidnih zaviralcev 
Spojine peptidne narave veljajo za visoko selektivne, učinkovite in varne. V telesu poteka 
njihova razgradnja po predvidljivih poteh metabolizma, za njihovo pridobivanje pa so 
uveljavljeni standardni in dokaj kratki sintezni postopki. Glavni problemi peptidov kot 
učinkovine so predvsem fizikalna in kemijska nestabilnost, nagnjenost k hidrolizi, 
oksidaciji in agregaciji, kratek razpolovni čas, hitro izločanje iz telesa ter slabo prehajanje 
celičnih membran (27). 
Posledično je, zaradi vseh zgoraj naštetih negativnih dejavnikov, ena izmed ključnih 
slabosti zaviralcev proteasoma njihova slaba biološka uporabnost pri peroralni aplikaciji. 
Spojine so zaradi svoje peptidne narave kmalu po zaužitju podvržene hitri proteazni 
razgradnji. Glede učinkovitosti je tako za bortezomib kot tudi za carfilzomib in druge 
epokside bolj primerna intravenska aplikacija. Bortezomib je intravensko apliciran v od 3 
do 5 sekund, njegov razpolovni čas pa znaša 24 ur. Enako velja za carfilzomib, ki pa je 
problematičen tudi zaradi kratke razpolovne dobe, ki znaša samo približno 30 minut. 
Posledica tega so potrebni večji oziroma pogostejši odmerki te učinkovine. Poleg načina 
aplikacije so velika omejitev hudi stranski učinki, ki se pojavljajo zaradi sočasnega 
zaviranja iCP in tudi cCP. Bortezomib lahko povzroči trombocitopenijo, nevtropenijo, 
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utrujenost, prebavne motnje, nevrotoksičnost in tremor. Podobno imajo pacienti pri terapiji 
s carfilzomibom težave samo s trombocitpenijo in nevtropenijo. V terapiji z bortezomibom 
se pojavljajo tudi neodzivnost na novo vpeljano zdravljenje oziroma rezistenca v primeru 
ponovitve bolezni, tendenca za zaviranje tudi nekaterih drugih encimov in posledično 
toksično delovanje, kar zahteva zmanjšanje odmerka ali celo prekinitev terapije (21-24). 
1.5.5. Kovalentni zaviralci 
Načrtovanje delovanja na osnovi kovalentnih interakcij je izredno pomembno v razvoju 
tarčnih kovalentnih zaviralcev, ki pa so problematični zaradi nepredvidljive aktivnosti, 
vezavi izven tarče ter povzročanja posledičnih stranskih učinkov. Ključna razlika med 
posameznimi kovalentnimi zaviralci je proces vezave, kjer v eno- ali dvostopenjskem 
procesu majhne molekule kovalentnih zaviralcev tvorijo začasno ali stalno povezavo med 
elektrofilnim delom strukture liganda in nukleofilnim centrom proteina. Pri tem je 
edinstvenost nukleofilnega centra proteina ključna za zagotavljanje selektivnosti vezave, 
kar pa predstavlja dodatno oviro v razvoju kovalentnih zaviralcev. Zato pogosto še vedno 
pri načrtovanju uporabljamo za osnovo kokristal imunoproteasoma z vezanim 
nekovalentnim zaviralcem. 
Kljub prisotnim pomanjkljivostim so spojine, ki tvorijo kovalentne interakcije, vedno bolj 
sprejemljive in zaželene v razvoju novih encimskih zaviralcev in modulatorjev receptorjev. 
V ospredju so bivalentni zaviralci, ki imajo afiniteto za vezavo tako na aktivno kot tudi na 
alosterično mesto proteina. Bojna glava kovalentnih zaviralcev so lahko različne reaktivne 
elektrofilne kemijske skupine, t.j. epoksid, aziridin, ester, keton, α,β-nenasičeni karbonil ali 
nitril. Take spojine so bolj selektivne in učinkovitejše, imajo večji potencial za tvorbo 
specifičnih vezi (izražen kot IC50 v µM ali nM vrednostih; iz angl. the half maximal 
inhibitory concentration), daljši razpolovni čas in posledično dlje trajajoče delovanje, za 





Slika 10: Struktura izbranih kovalentnih zaviralcev PR957 in DPLG3. Z rdečo je označen reaktiven 
epoksid pri spojini PR957. 
1.5.6. Nepeptidni zaviralci imunoproteasoma 
Intenzivna raziskovanja terapije avtoimunskih, vnetnih in rakavih obolenj so potrdila 
pomembnost nepeptidne strukture spojin, ki bi se selektivno s tvorbo kovalentne vezi 
vezale izključno na kimotripsinsko podenoto β5i imunoproteasoma, to pa bi pomenilo 
varnejše in učinkovitejše zdravljenje. Trenutno so v kliničnem preskušanju številni drugi 
zaviralci proteasomov, ki kažejo predvsem učinkovitost napram hematopoetskim oblikam 
raka, kar je bistveno za razvoj personalizirane medicine in drugih boljših standardov v 
zdravljenju rakavih obolenj (19,21-24). 
V ospredju je bil torej razvoj spojin z drugačnimi strukturnimi in fizikalno-kemijskimi 
značilnostmi, ki bi posledično omogočile boljši farmakokinetični in farmakodinamični 
profil delovanja. Trenutno sta znana samo dva selektivna zaviralca, ki ciljata izklučno na 
kimotripsinsko podenoto β5i imunoproteasoma in imata zaradi tega večji terapevtski 
potencial od drugih spojin, ki zraven zavirajo tudi ostali dve β podenoti iCP. Gre za 
podobni spojini PR924 in PR957, ki sta po strukturi tripeptidna epoksiketona in se v 
aktivno mesto imunoproteasoma vežeta irreverzibilno. PR957 se je izkazal za učinkovitega 
predvsem pri zdravljenju vnetnih in kroničnih avtoimunskih bolezni. Raziskave na miših 
so po aplikaciji spojine pokazale vpliv na upočasnitev napredovanja posamezne bolezni ter 
zmanjšano izražanje simptomov, ključna prednost PR957 pa je bila manjša sistemska 
toksičnost zaradi selektivnega delovanja. Spojina PR924 je napram drugim zaviralcem 
proteasoma, ki zavirajo podenoto β5, približno 100× bolj selektivna za podenoto β5i 
imunoproteasoma in je učinkovita pri terapiji multiplega mieloma. Irreverzibilno delujoče 
spojine so se torej izkazale za boljše selektivne zaviralce z nižjo citotoksičnostjo (30).  
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2. Namen in načrt dela 
Imunoproteasom je pomemben del našega imunskega odziva in pomembna tarča za razvoj 
novih zdravil za zdravljenje številnih rakavih in avtoimunskih bolezni. Na tržišču že 
obstajajo njegovi selektivni zaviralci, ki so usmerjeni predvsem v zdravljenje multiplega 
mieloma, vendar pa imajo določene pomanjkljivosti zaradi svoje peptidne strukture. 
Spojine so posledično nestabilne, saj jih peptidaze hitro razgradijo in ne dosegajo dovolj 
visokih znotrajceličnih koncentracij. Slednje pomanjkljivosti ter nizka biološka uporabnost 
predstavljajo težavo pri njihovi analizi in karakterizaciji. 
V okviru te magistrske naloge se bomo ukvarjali z razvojem analitske metode na osnovi 
UHPLC za analizo spojin PR957 in DPLG3 - peptidna zaviralca imuoproteasoma. Slednja 
izkazujeta in vitro aktivnost, a na celičnih linijah ni pričakovane aktivnosti. Vzrokov za to 
je lahko več, npr. spojine niso stabilne v celičnem gojišču, slabo prehajajo celično 
membrano. Pomembno je najti vzrok za neaktivnost na celičnih linijah, saj lahko 
pomanjkljivosti spojin izničimo z ustreznimi farmacevtsko-kemijskimi pristopi. 
Razvita analitska metoda nam bo omogočila identificirati vzrok za slabo aktivnost izbranih 
zaviralcev imunoproteasoma. Uporabili jo bomo za ugotavljanje topnosti, stabilnosti v 






- Acetonitril (ACN), CH3CN, Ph. Eur., Merck KGaA, Nemčija 
- Metanol (MeOH), CH3OH, Ph. Eur., Merck KgaA, Nemčija 
- Izopropanol (i-Pr), C3H8O, LiChrosolv®, Merck KgaA, Nemčija 
- Visoko prečiščena voda (ddH2O); pripravljena s sistemom Mili-Q
®
 A10 Advantage 
za ultra čisto vodo 
- Trifluorocetna kislina (TFA), CF3CO2H, ≥ 99,0 % za HPLC, Merck (Sigma 
Aldrich), Nemčija 
- Mravljična kislina, CH2O2, Kemika, Zagreb, Hrvaška 
- Dimetil sulfoksid (DMSO), C2H6OS, ACS, Merck KgaA, Nemčija 
- Trypan Blue raztopina, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
- Medij za gojenje celic brez dodatkov: HEPES Modification without L-glutimaine, 
RPMI-1640 Medium, UK 
- Medij za gojenje celic z dodatki: HEPES Modification with L-glutamine, 10 % 
FBS, RPMI-1640 Medium, UK 
3.2. Potrošni material 
- Injekcijske brizge Chirana Tuberculin Luer 1 mL, Slovaška 
- Filtri za injekcijske brizge Chromafil® Xtra RC-45/13, Macherey-Nagel GmbH & 
Co KG, Nemčija 
3.3. Vzorci 
- Spojino DPLG3 je sintetiziral doc. dr. Izidor Sosič, mag. farm. na Fakulteti za 
farmacijo, Katedra za farmacevtsko kemijo. 
- Standardni vzorec BSA 
3.4. Naprave 
- pH meter Mettler Toledo SevenCompactTM S220 
- Analizna tehtnica Mettler Toledo AG245 
- Pipeta Transferpette® S, Brand z volumnom do 1000 µL 
17 
 
- Digestorij Variolab Mobilien W 90, Waldner-Laboreinrichtungen GmbH + Co, 
Wangen 
- LAF komora 
- Hladilnik Liebherr Economy 
- Ultrazvočna kadička Iskra Pio Sonis 4 
- UHPLC sistem Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 z DAD-detektorjem 
- Centrifuga Centric 400R 
- Čitalec mikrotitrskih plošč BioTek Synergy HT 
- Laboratorijska steklovina 
- Stresalnik IKA® KS 130 basic 
3.5. Kromatografske kolone 
- Waters® Acquity UPLC® BEH Phenyl 1,7 µm, 2,1 mm × 100 mm, SN: 
01153805215105 
- Waters® Acquity UPLC® BEH Phenyl 1,7 µm, 2,1 mm × 100 mm, SN: 
01263121615617 
- Waters® Acquity UPLC® HSS C18 SB 1,8 µm, 2,1 mm × 50 mm, SN: 
01203511016607 







4. Eksperimentalni del 
4.1. Razvoj metode UHPLC 
Priprava založnih raztopin in vzorcev za analizo z UHPLC 
Za pripravo založne raztopine spojine PR957 s koncentracijo 2 mg/mL smo na analizni 
tehtnici v 2-mL mikrocentrifugirko zatehtali 2,39 mg spojine PR957 in ji dodali 1,195 mL 
DMSO. Postopek smo po potrebi ponovili. 
Za pripravo založne raztopine spojine DPLG3 s koncentracijo 1 mg/mL smo na analizni 
tehtnici v 2-mL mikrocentrifugirko zatehtali 1,17 mg spojine DPLG3 in ji dodali 1,170 mL 
DMSO. Postopek smo po potrebi ponovili. 
Priprava vzorca PR957: v 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 50 µL založne 
raztopine PR957, 850 µL ACN in 100 µL ddH2O. Koncentracija vzorčne spojine PR957 za 
analizo je bila 0,1 mg/mL. 
Priprava vzorca DPLG3: v 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipitirali 100 µL založne 
raztopine DPLG3, 800 µL ACN in 100 µL ddH2O. Koncentracija vzorčne spojine DPLG3 
za analizo je bila 0,1 mg/mL. 
Priprava slepe kontrole: slepo kontrolo smo pripravili tako, da smo v 2-mL 
mikrocentrifugirko odpipetirali 100 µL DMSO, 800 µL ACN in 100 µL ddH2O. Pripravili 
smo dve slepi kontroli. 
Vse pripravljene analizne vzorce smo pred analizo na UHPLC filtrirali skozi membranske 
filtre z velikostjo por 0,22 µm, pri tem smo na začetku zavrgli prvo kapljico filtrata. Na 
kolono smo vsakič injicirali po 5 µL vzorca, vedno v naslednjem vrstnem redu: slepa 
kontrola, vzorčna spojina in na koncu ponovno slepa kontrola. S slepo kontrolo na začetku 
smo se prepričali glede čistosti kolone, z injiciranjem slepe kontrole na koncu pa smo 
preverili ali je med posameznimi analizami prišlo do prenosa vzorcev. Gre za preverjanje 
morebitnega navzkrižnega prenosa med vzorci. 
Slepe kontrole in vzorce smo vedno pripravljali sveže pred delom iz založnih raztopin, 
ostanek založnih raztopin pa smo hranili v hladilniku. 
Mobilna faza je bila sestavljena iz dveh komponent: A ali C ter B ali D.  
19 
 
Komponenta A (MFA) je bila 0,1 % TFA v bidestilirani vodi. Pripravili smo jo tako, da 
smo v digestoriju odmerili 0,4 mL 100 % TFA in jo prenesli v 400 mL ddH2O. 
Komponenta B (MFB) je bila MeOH. 
Komponenta C (MFC) je bila ddH2O. 
Komponenta D (MFD) je bila ACN. 
Ekvilibracija in spiranje kolone UHPLC 
Pred začetkom vsake analize smo izvedli ekvlibracijo UHPLC naprave. Za 15 minut smo 
nastavili konstanten pretok mobilnih faz, in sicer 95 % MFA ter 5 % MFD. Temu je sledilo 
injiciranje vzorcev ter njihova ločba na kromatografski koloni. Po končanem delu smo 
kolono vedno spirali, kombinacija topil je predstavljena v Tabeli I. 
Tabela I: Kombinacija topil pri končnem spiranju kolone 
Časovni interval (min) ddH2O (%) ACN (%) 
0 – 60 95 5 
61 – 121 5 95 
122 – 160 50 50 
 
Začetna analiza UHPLC 
Analizo smo za obe spojini začeli na koloni tipa C18 z enakimi kromatografskimi pogoji. 
Izvajali smo gradientne elucije, kjer smo kombinirali polarno topilo (0,1 % TFA ali 
ddH2O) in organski modifikator (ACN ali MeOH). Slednje je prikazano v Tabeli II. Za 
spojino PR957 je bila najbolj optimalna metoda D, za spojino DPLG3 pa metoda A (v 
Tabeli II sta označeni z modro barvo). 
Kromatografski pogoji: 
- pretok: 0,4 mL/min 
- gradientna ločba (Tabela II) 
- kolona Waters® Acquity UPLC® HSS C18 SB 1,8 µm, 2,1 mm × 50 mm 
- valovna dolžina: 254 nm 
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Tabela II: Prikaz različnih kombinacij topil za posamezne gradientne elucije 




A 13,5 95 → 5 0,1 % TFA 5 → 95 ACN 
B 13,5 95 → 5 ddH2O 5 → 95 ACN 
C 13,5 95 → 5 0,1 % TFA 5 → 95 MeOH 
D 13,5 95 → 5 ddH2O 5 → 95 MeOH 
 
Modifikacija metode UHPLC 
Spojina PR957 









BEH Phenyl 1,7 µm, 2,1 mm × 100 mm). Vzorčna aromatska spojina 
namreč lahko poleg hidrofobnih vezi tvori tudi močne Π-Π vezi s fenilnimi skupinami 
kolone, zato je smiselno uporabiti daljšo kolono, ki jo lahko med analizo segrejemo na 
precej višjo temperaturo kot na predhodno uporabljeno kolono. Višja temperatura je 
posledično omogočila tudi višje pretoke. Prvotno smo ohranili enak gradient elucije in 
enako kombinacijo topil kot je bil določen na začetku v Tabeli II pri metodi D. Shema 
krajše gradientne elucije je predstavljena v Tabeli III in na Sliki 11. 











0,4 50 -3,0 50 50 
0,4 50 0,0 50 50 
0,4 50 6,0 95 5 
0,4 50 9,0 95 5 





Slika 11: Prikaz krajše gradientne elucije na fenilni koloni za spojino PR957 
Končni kromatografski pogoji, ki smo jih uporabljali v nadaljnjih meritvah: 
- pretok: 0,4 mL/min 
- temperatura kolone: 50 ºC 
- gradientna ločba (50 % → 95 % MeOH in 50 % → 5 % ddH2O) 
- kolona Waters® Acquity UPLC® BEH Phenyl 1,7 µm, 2,1 mm × 100 mm 
- valovna dolžina: 277 nm 
- trajanje metode: 9,5 min 
Spojina DPLG3 
Pri spojini DPLG3 smo se odločili za krajšanje metode A iz Tabele II, nova je prikazana v 
Tabeli IV. Gradientno elucijo smo začeli z nižjim deležem 0,1 % TFA, s tem pa smo 
dosegli hitrejšo elucijo (Slika 12). 












0,4 40 -3.0 75 25 
0,4 40 0,0 75 25 
0,4 40 7,0 25 75 
0,4 40 10,0 25 75 





Slika 12: Prikaz krajše gradientne elucije za spojino DPLG3 
Končni kromatografski pogoji, ki smo jih uporabili v nadaljnjih meritvah: 
- pretok: 0,4 mL/min 
- temperatura kolone: 40 ºC 
- gradientna ločba (75 % → 25 % 0,1 % TFA in 25 % → 75 % ACN) 
- kolona Waters® Acquity UPLC® HSS C18 SB 1,8 µm, 2,1 mm × 50 mm 
- valovna dolžina: 254 nm 
- trajanje metode: 10,5 min 
4.2. UHPLC meritve 
4.2.1. Meja detekcije in kvantifikacije 
Mejo detekcije in mejo kvantifikacije smo določali z redčenjem posamezne vzorčne 
spojine. Izhajali smo iz začetnih založnih spojin, ki smo jih redčili petkrat in jim tako 
postopno nižali koncentracijo. Iskali smo najnižjo koncentracijo analita, ki smo jo pri 
meritvi še lahko zaznali. Določili smo jo z oceno razmerja med vrhom in šumom, ki ima 
pri meji detekcije vrednost 3 in pri meji kvantifikacije vrednost 10. 
Istočasno smo pri teh meritvah določili tudi ustrezno valovno dolžino za posamezno 
spojino, da smo dosegli optimalno selektivnost in občutljivost (Slika 13). Za največjo 
občutljivost smo izbrali valovno dolžino, kjer je bila največja absorbanca. Te se večinoma 
nahajajo pri približno 200 nm, vendar v tem območju močno absorbirajo tudi spojine, ki so 
prisotne v celičnem gojišču oz. celicah. Za največjo selektivnost smo izbrali maksimum pri 




Slika 13: Primer absorbcijskega spektra spojine PR957, ki smo ga uporabili pri določanju 
najustreznejše valovne dolžine. Posnet je bil pri valovni dolžini 277 nm, ki smo jo v nadaljevanju 
uporabili tudi za nadaljno kvantifikacijo tega analita. 
Priprava raztopin in vzorcev za spojino PR957 
Topilo: z merilnim valjem smo v 50 mL stekleno čašo odmerili 8 mL MeOH in 2 mL 
ddH2O (MeOH:ddH2O = 4:1 (V/V)). 
Vzorci (VzPR957): V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 100 µL založne raztopine 
spojine in dodali 900 µL topila. Tako smo dobili začetno koncentracijo spojine 0,2 mg/mL 
(Vz1). V vsakem naslednjem koraku smo odpipetirali 240 µL vzorca iz predhodnega 
koraka in dodali 960 µL topila. Število vzorcev in njihove koncentracije so predstavljene v 
Tabeli V. 
Tabela V: Prikaz koncentracij vzorčnih raztopin spojine PR957 












Slepa kontrola: V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 400 µL MeOH, 100 µL 
ddH2O in 500 µL DMSO. 
Analiza 1: 
- pretok: 0,4 mL/min 
- temperatura kolone: 50 ºC 
- gradientna ločba (50 % → 95 % MeOH in 50 % → 5 % ddH2O) 
- kolona Waters® Acquity UPLC® BEH Phenyl 1,7 µm, 2,1 mm × 100 mm 
- valovna dolžina: 254 nm 
- trajanje metode: 9,5 min 
Analiza 2: 
- enako kot pri Analizi 1, le da smo meritve opravili pri valovni dolžini 224 nm 
Analiza 3: 
- enako kot pri Analizi 1 in 2, le da smo meritve opravili pri valovni dolžini 277 nm 
(pasovna širina meritve: 16 nm in frekvenca vzorčenja: 5 Hz) 
Priprava raztopin in vzorcev za spojino DPLG3 
Topilo: z merilnim valjem smo v 50 mL stekleno čašo odmerili 8 mL ACN in 2 mL 
ddH2O (ACN:ddH2O = 4:1 (V/V)). 
Vzorci (VzDPLG3): V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 100 µL založne raztopine 
spojine in dodali 900 µL topila. Tako smo dobili začetno koncetracijo spojine 0,1 mg/mL 
(Vz1). V vsakem naslednjem koraku smo odpipetirali 240 µL vzorca iz predhodnega 
koraka in dodali 960 µL topila. Število vzorcev in njihove koncentracije so predstavljene v 
Tabeli VI. 
Tabela VI: Prikaz koncentracij vzorčnih raztopin spojine DPLG3 













Slepa kontrola: V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 400 µL ACN, 100 µL 
ddH2O ter 500 µL DMSO. 
Analiza 1: 
- pretok: 0,4 mL/min 
- temperatura kolone: 40 ºC 
- gradientna ločba (75 % → 25 % 0,1 % TFA in 25 % → 75 % ACN) 
- kolona Waters® Acquity UPLC® HSS C18 SB 1,8 µm, 2,1 mm × 50 mm 
- valovna dolžina: 254 nm 
- trajanje metode: 10,5 min 
Analiza 2:  
- enako kot pri analizi 1, samo da smo meritve merili pri valovni dolžini 278 nm 
Vse pripravljene raztopine obeh spojin smo pred analizo filtrirali v viale skozi membranske 
filtre z velikostjo por 0,22 µm. Na kolono smo vsakič injicirali po 5 µL vsake pripravljene 
raztopine. Vzorce smo razporedili tako, da smo analizo začeli in končali s slepo kontrolo, 
vmes pa smo razporedili vzorce spojin z različnimi koncentracijami, ki so si sledili od 
najnižje do najvišje koncentracije (št. vzorca: Vz8 → Vz1). Tako smo poskušali zmanjšati 
vpliv morebitnega navzkrižnega prenosa med vzorci. 
4.2.2.Topnost v vodi 
Za vsako vzorčno spojino smo preverili topnost v vodi. 
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Priprava vzorcev in slepih kontrol 
PR957:  
- Vzorec: odpipetirali smo 10 µL založne raztopine s koncentracijo 2 mg/mL ter ji 
dodali 495 µL ACN in 495 µL ddH2O (cPR957 = 0,02 mg/mL). 
- Slepa kontrola: 100 µL DMSO + 400 µL ddH2O + 500 µL ACN 
- Standardna kontrola: odpipetirali smo 20 µL založne raztopine s koncentracijo 2 
mg/mL in dodali 990 µL topila (ACN:ddH2O = 50:50). 
DPLG3:  
- Vzorec: na analizni tehtnici smo v 2-mL mikrocentrifugirko natehtali 0,12 mg 
spojine ter dodali 1 mL ddH2O (cDPLG3 = 0,12 mg/mL). 
- Slepa kontrola: odpipetirali smo 1000 µL ddH2O. 
- Standardna kontrola: odpipetirali smo 10 µL založne raztopine s koncentracijo 1 
mg/mL in dodali 990 µL topila (ACN:ddH2O = 50:50). 
Pripravljeni mikrocentrifugirki z raztopinami spojin smo eno uro oz. 24 ur pustili stresati 
na stresalniku. Po minulem času smo v njih preverili morebiten ostanek vidnih delcev 
spojin. Nato smo centrifugirali in določili koncentracijo v supernatantu. Spojine PR957 
nismo imeli dovolj, da bi lahko poskusili določiti topnost, zato smo uporabili založno 
raztopino in preverili, ali se ta ob redčenju z vodo popolnoma raztopi ali prihaja do 
obarjanja. 
Na kolono smo vsakič injicirali 5 µL vsake od pripravljenih raztopin v naslednjem vrstnem 
redu: slepa kontrola, vzorec po eni uri stresanja, vzorec po 24 urah, standardna kontrola ter 
še enkrat slepa kontrola. Glede na površino pod krivuljo vzorca stresanja po 24 urah smo 
izračunali koncentracijo spojine v vodi. UHPLC meritve smo opravili za vsako spojino 
posebej, uporabili smo kromatografske pogoje, ki so navedeni v podpoglavju Modifikacija 
metode. 
4.2.3. Obarjanje proteinov 
Obarjanje proteinov z ACN in i-Pr ter centrifugiranje 
Pri preverjanju stabilnosti spojin smo delali z dvema raztopinama medija za gojenje celic, 
in sicer z in brez dodatkov. 
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Za pripravo začetnih raztopin smo izhajali iz založnih raztopin spojin. S pomočjo njihove 
poznane koncentracije in molskih mas smo izračunali volumen posamezne založne spojine 
in celičnega gojišča (z in brez dodatkov), ki ju moramo zmešati, da bomo dobili končno 
koncentracijo približno 50 µM. S slednjo se najbolj približamo območju koncentracij, ki so 
značilne za delo na celicah. 
Enačba 1: Izračun koncentracije vzorčne raztopine, kjer parameter x pomeni faktor redčitve. Pri 










 / x ×10
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Priprava začetnih raztopin spojin: 
PR957: 
- Odpipetirali smo 20 µL založne raztopine spojine in dodali 1380 µL medija za 
gojenje celic z dodatki. 
- Odpipetirali smo 20 µL založne raztopine spojine in dodali 1380 µL medija za 
gojenje celic brez dodatkov. 
DPLG3: 
- Odpipetirali smo 30 µL založne raztopine spojine in dodali 870 µL medija za 
gojenje celic. 
- Odpipetirali smo 30 µL založne raztopine spojine in dodali 870 µL medija za 
gojenje celic. 
Pripravljenim začetnim raztopinam smo dodali topilo (ACN ali i-Pr z ddH2O v razmerju 
50/50 (V/V)). Z njuno prisotnostjo smo v začetnih raztopinah z medijem za gojenje celic, 
ki vsebuje dodatke, oborili proteine, kar smo lahko videli kot belo oborino.  
Priprava topila, vzorcev in slepih kontrol: 
Topilo: 
- ACN/ddH2O = 50/50 (V/V) 





- začetna raztopina spojine z medijem za gojenje celic z dodatki + ACN/ddH2O (100 
µL + 1300 µL) 
- začetna raztopina spojine z medijem za gojenje celic brez dodatkov + i-Pr/ddH2O 
(100 µL + 1300 µL) 
Vzorci DPLG3: 
- začetna raztopina spojine z medijem za gojenje celic z dodatki + ACN/ddH2O (100 
µL + 1300 µL) 
- začetna raztopina spojine z medijem za gojenje celic brez dodatkov + i-Pr/ddH2O 
(100 µL + 1300 µL) 
Slepe kontrole: 
- medij za gojenje celic z dodatki + ACN (700 µL + 700 µL) 
- medij za gojenje celic z dodatki + i-Pr (700 µL + 700 µL) 
- medij za gojenje celic brez dodatkov + ACN (700 µL + 700 µL) 
- medij za gojenje celic brez dodatkov + i-Pr (700 µL + 700 µL) 
Raztopine standardov: 
- založna raztopina spojine PR957 + ACN + ddH2O (20 µL + 690 µL + 690 µL) 
- založna raztopina spojine PR957 + i-Pr + ddH2O (20 µL + 690 µL + 690 µL) 
- založna raztopina spojine DPLG3 + ACN + ddH2O (30 µL + 435 µL + 435 µL) 
- založna raztopina spojine DPLG3 + i-Pr + ddH2O (30 µL + 435 µL + 435 µL) 
Vse skupaj smo najprej centrifugirali (5 minut, 20000 × g, 37 °C), s čimer smo dosegli 
posedanje proteinov na dno mikrocentrifugirke. Nato smo pred analizo njihovo vsebino 
filtrirali v mikrocentrifugirke skozi membranske filtre z velikostjo por 0,22 µm. Na kolono 
smo vsakič injicirali po 5 µL vsakega vzorca v naslednjem vrstnem redu: slepe kontrole, 
raztopine spojine z medijem za gojenje celic brez dodatkov + ACN/ddH2O oziroma i-
Pr/ddH2O, raztopina spojine z medijem za gojenje celic z dodatki + ACN/ddH2O oziroma 
i-Pr/ddH2O  ter ponovno slepe kontrole. Meritve smo izvedli za vsako spojino posebej, 




Določanje ustrezne valovne dolžine 
Za preverjanje stabilnosti naših spojin v mediju za gojenje celic smo opravili meritve 
absorbance na mikrotitrskem čitalcu. Na začetku smo morali določiti ustrezno valovno 
dolžino pri kateri bi lahko izmerili absorbcijski maksimum posamezne spojine. Pripravili 
smo vzorce spojin z medijem za gojenje celic brez dodatkov z znanimi koncentracijami, ki 
naj bi podale Amax med 0,1 in 1. Iz začetnih založnih spojin smo pripravili vzorce s 




mol/L ter končnim volumnom 300 µL.  
Priprava vzorcev in slepe kontrole: 
Spojina PR957: 
- za pripravo koncentracije 10-4 mol/L: v 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 
8,7 µL založne raztopine spojine in dodali 291,3 µL medija za gojenje celic brez 
dodatkov. Pripravljena raztopina je imela koncentracijo 1,030 × 10
-4 
mol/L. 
- za pripravo koncentracije 10-5 mol/L: v 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 
30 µL zgoraj pripravljenega vzorca s koncentracijo 10
-4
 in dodali 270 µL medija za 





- za pripravo koncentracije 10-4 mol/L: v 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 
19,2 µL založne raztopine spojine in dodali 280,8 µL medija za gojenje celic brez 
dodatkov. Pripravljena raztopina je imela koncentracijo 1,068 × 10
-4
 mol/L. 
- za pripravo koncentracije 10-5 mol/L: v 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 
30 µL zgoraj pripravljenega vzorca s koncentracijo 10
-4
 in dodali 270 µL medija za 




Slepa kontrola: v 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 300 µL medija za gojenje 
celic brez dodatkov. 
Za merjenje Amax in ustrezne valovne dolžine smo uporabili transparentne mikrotitrske 
plošče, ki prepuščajo svetlobo valovne dolžine nad 240 nm. Za meritev pri temperaturi 37 
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°C smo nastavili ozek spekter valovne dolžine od 230 do 400 nm z vzorčenjem na vsakih 5 
nm ter čas trajanja analize 6 h. 
Kinetika razpada spojin v mediju za gojenje celic 
Kinetiko razapada spojin smo določali v vzorcih spojin v mediju za gojenje celic z dodatki. 
Izhajali smo iz podatkov in koncentracij, ki smo jih določili v podpoglavju Določanje 
ustrezne valovne dolžine. Za obe spojini smo meritve izvajali pri λ = 275 nm. Celotna 
analiza je trajala 12 ur, posamezne meritve absorbanc pa so bile izvedene na vsakih 5 
minut. 
Priprava vzorcev in slepe kontrole: 
Spojina PR957: V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 76,3 µL založne raztopine 
spojine in dodali 224 µL medija za gojenje celic brez dodatkov. Pripravljena raztopina ima 
koncentracijo 8,77 × 10
-4
 mol/L.  
Spojina DPLG3: V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 24,0 µL založne raztopine 
spojine in dodali 276 µL medija za gojenje celic brez dodatkov. Pripravljena raztopina ima 
koncentracijo 1,25 × 10
-4
 mol/L. 
Slepa kontrola: V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 300 µL medija za gojenje 
celic z dodatki. 
4.3. Celične meritve 
Priprava vzorčnih raztopin 
Na analitski tehtnici smo natehtali 1,01 mg vzorčne spojine PR957. S pomočjo molske 
mase spojine (580,67 g/mol) smo preračunali količino topila DMSO, v katerem smo nato 
raztopili natehtano količino spojine. Dodali smo 69,6 µL DMSO. Končna koncentracija 
pripravljene vzorčne raztopine je bila 25 mM. 
Na analitski tehtnici smo natehtali 1,09 mg vzorčne spojine DPLG3. S pomočjo molske 
mase spojine (640,76 g/mol) smo preračunali količino topila DMSO, v katerem smo nato 
raztopili natehtano količino spojine. Dodali smo 68,0 µL DMSO in raztapljanje pospešili s 
pomočjo UV kadičke. Končna koncentracija pripravljene vzročne raztopine je bila 25 mM. 
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4.3.1 Štetje celic 
Uporabili smo suspenzijske THP-1 celice, ki smo jih pred štetjem dobro premešali v 
vsebniku, v katerem so bile predhodno vzgojene. V posebno mikrocentrifugirko smo 
odpipetirali 20 µL celičnih suspenzij in dodali enako količino tripanskega modrila. Tako 
smo selektivno ločili med živimi in mrtvimi celicami. Žive celice so ostale neobarvane, pri 
mrtvih celicah pa zaradi poškodovane celične membrane barvilo lahko vstopa v citosol. 
Posledično so bile te celice obarvane modro. Obarvan vzorec smo s pipeto prenesli na 
hemocitometer in žive celice prešteli pod mikroskopom. Na osnovi preštetih celic v 
kvadrantih smo s pomočjo Enačbe 2 izračunali njihovo koncentracijo. 
Enačba 2: Izračun koncentracije preštetih celic 
Št. celic / mL = ((A + B + C + D)) / 4 × f × 10
4
 
Parametri A, B, C in D v enačbi predstavljajo število živih celic v enem kvadrantu, 
parameter f pa pomeni faktor redčenja s tripanskim modrilom.  
Glede na izračunani koncentraciji celic pri njihovem štetju smo odpipetirali 10,7 mL 
celične kulture iz prve in 12,5 mL iz druge biološke ponovitve. V LAF komori smo nato 
zgoraj pripravljeno vzorčno spojino s koncentracijo 25 mM tisočkrat redčili s celičnimi 
kulturami iz vsake biološke ponovitve. To smo storili tako, da smo odmerili po 2 µL 
raztopine in jo raztopili v 2 mL celičnega gojišča. Tako smo vzorčno raztopino s 
koncentracijo 25 mM tisočkrat redčili do koncetracije 25 µM. Pred začetkom dela smo jo 
inkubirali v celični kulturi približno dve uri. Delali smo v dveh bioloških ponovitvah. 
V nadaljevanju smo vzorčno raztopino in celice po inkubiranju centrifugirali. S tem smo 
dosegli, da so se celice posedle na dno mikrocentrifugirk. Supernatant smo odpipetirali 
stran ter ponovno dodali 10 mL celičnega gojišča, ki vsebuje testirano spojino. Po dveh 
urah inkubacije raztopine spojine in celic smo iz vsake ponovitve prenesli 2 mL suspenzije 
v nove mikrocentrifugirke. Sledilo je centrifugiranje na nekoliko večjih obratih (pet minut, 
450 × g), da so se celice zagotovo posedle na dno. Po centrifugiranju smo supernatant 
ponovno odpipetirali ter ga takoj zamrznili na -80ºC, saj smo na tak način preprečili razpad 
celic. Le-tega smo kasneje potrebovali za nadaljnjo UHPLC analizo pri pripravi raztopin 
za merjenje izkoristka. 
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Preostanku celic v mikrocentrifugirki smo dodali PBS reagent, s katerim smo odstranili 
morebitne ostanke supernatanta in ponovno centrifugirali (petnajst minut, 20000 × g).  
Izvedli smo enak postopek za obe vzorčni spojini PR957 in DPLG3. 
4.3.2. Razpad celic 
Sedimentiranim celicam iz prejšnjega koraka smo za razpad celic dodali 50 µL ddH2O. S 
tem smo ustvarili hipotonično okolje, ki je povzročilo nabrekanje celicih ter njihovo 
posledično pokanje. Vzorce smo nato premešali z orbitalnim stresalnikom, kjer smo s 
stresanjem dodatno pospešili proces razpada celic.  
Za zagotovitev lize celic smo na koncu izvedli tudi soniciranje. To je poseben postopek, s 
katerim sprožimo razpad celic tudi s pomočjo močnih vibracij, ki jih preko ultrazvočne 
sonde sprostimo v vzorec. Pri tem ob vibracijah nastajajo mehurčki, ki zaradi posedanja in 
pokanja prispevajo dodatne vibracije. 
Sledilo je ponovno centrifugiranje (petnajst minut, 20000 × g, 4 ºC), da smo dosegli 
posedanje celičnih organelov in fragmentov membrane. To smo lahko opazili kot zelo 
majhno in zbito ploščico na dnu mikrocentrifugirk. V nove mikrocentrifugirke smo 
odpipetirali po 4 µL supernatanta ter dodali po 8 µL ddH2O. Skupno smo pripravili 6 
novih mikrocentrifugirk, ki smo jih nato uporabili za nadaljnjo določanje koncentracije 
proteinov z DC metodo ter preostale UHPLC analize. 
Izvedli smo enak postopek za obe vzorčni spojini PR957 in DPLG3. 
Spojini PR957 in DPLG3 smo morali zaščititi pred razpadom, zato smo mikrocentrifugirke 
s spojinami med delom ves čas hranili na hladnem pri temperaturi -80 ºC. 
4.3.3. DC metoda za merjenje proteinov 
DC metodo smo uporabili kot splošno metodo za merjenje proteinov v vzorčnih spojinah, 
ki so stabilne v mediju za gojenje celic. Določanje koncentracije proteinov v celicah je 
linearno povezano z izhodnim številom celic v vzorcih. Delali smo z na tržišču 
komercialno dostopnimi reagenti A, B in S. 
1. Za pripravo standarda smo zatehtali 10 mg BSA standarda in ga raztopili v 1 mL 
vode. Tako pripravljen standard s koncentracijo 10 mg/mL, smo v nadaljevanju 
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uporabili za pripravo preostalih raztopin standardov v lizatnem pufru po shemi, ki 
je predstavljena v Tabeli VII: 
Tabela VII: Shema priprave raztopin standardov v lizatnem pufru 
Cstandarda (mg/mL) Volumen pufra (µL) Volumen BSA (µL) 
0,2 24,50 0,50 
0,5 23,75 1,25 
0,8 23,00 2,00 
1,0 22,50 2,50 
1,5 21,25 3,75 
 
2. 1 mL reagenta A smo dodali 20 µL reagenta S in tako pripravili reagent A'. V 
primeru, da se nam je pojavila oborina, smo raztopino vorteksirali in segreli. 
3. Na mikrotitrsko ploščo smo napipetirali standarde v dveh ponovitvah. Držali smo 
se vrstnega reda, da smo najprej napipetirali vzorec, nato A' in nato še reagent B 
(Tabela VIII). 
Tabela VIII: Prikaz volumnov reagenta A' in B pri pripravi stadardnih raztopin 
Cstandarda 
(mg/mL) 
Vvzorec (µL) Vlizatni pufer 
(µL) 
Vreagent A' (µL) Vreagent B (µL) 
0,2 5 / 25 200 
0,5 5 / 25 200 
0,8 5 / 25 200 
1,0 5 / 25 200 
1,5 5 / 25 200 
Vzorec 5 / 25 200 
Slepa 7 5 25 200 
 
4. Pripravljeno mikrotitrsko ploščo smo stresali pet sekund in nato s pomočjo pipete 
popokali mehurčke.  
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5. Po petnajstih minutah smo z mikrotitrskim čitalcem izmerili absorbanco pri 750 nm. 
Pri tem smo upoštevali, da je bila pripravljena mikrotitrska plošča z vzorci po dodatku 
reagenta B stabilna približno eno uro. 
Mikrocentrifugirke, v katerih smo pripravljali vse vzorčne raztopine, smo konstantno 
zapirali, saj smo s tem zmanjšali možnost kontaminacije njihove vsebine. 
4.4. UHPLC analiza celičnih meritev 
Priprava vzorčne raztopine: Odpipetirali smo 100 µL supernatanta, dodali smo 800 µL 
ACN ter 100 µL ddH2O. Za UHPLC analizo smo uporabili supernatante vzorčnih raztopin, 
ki smo jih po opravljenem razpadu celic shranili pri temperaturi -80ºC. Postopek priprave 
vzorčne raztopine je bil enak za obe spojini PR957 in DPLG3. 
Priprava slepe kontrole: V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 100 µL celičnega 
gojišča, kamor nismo dodali testirane spojine, ampak samo 100 µL DMSO, 800 µL ACN 
in 100 µL ddH2O. Pripravili smo dve slepi kontroli. 
Priprava kontrolne raztopine: V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 100 µL 
založne raztopine spojine, ki smo jo pripravili že na samem začetku za vse UHPLC 
meritve. Dodali smo tudi 800 µL ACN in 100 µL ddH2O. Ti dve kontrolni raztopini spojin 
smo pripravili z namenom, da smo pri analizi vedeli, kje pričakovati vrh za posamezno 
vzorčno spojino. Postopek priprave je bil enak za obe spojini PR957 in DPLG3. 
Priprava raztopin za merjenje izkoristka: Odpipetirali smo 100 µL supernatanta 
(spojina in celično gojišče), ki smo ga shranili pred začetkom postopka za razpad celic. 
Dodali smo 800 µL ACN in 100 µL ddH2O. Postopek priprave je bil enak za obe spojini 
PR957 in DPLG3. 
Pripravljene vzorčne raztopine, slepi kontroli ter raztopini za merjenje izkoristka smo 
zaradi prisotnosti celičnega gojišča pred filtriranjem centrifugirali. S tem smo poskrbeli, da 
so se morebitni ostanki celic v celičnem gojišču posedli na dno. V nasprotnem primeru bi 
jih lahko kljub filtriranju vnesli v analizne viale, s tem pa povzročili okvaro UHPLC 
sistema. 




Na UHPLC kolone smo injicirali po 5 µL vsake izmed pripravljenih raztopin v zaporedju 
slepa kontrola, kontrolna raztopina posamezne spojine, vzorčna raztopina posamezne 
spojine, raztopina za merjenje izkoristka posamezne spojine ter ponovno slepa kontrola. 
Kromatografski pogoji analiznih meritev spojin PR957 in DPLG3 so bili enaki tistim, ki so 
navedeni v podpoglavju Optimizacija metode UHPLC. 
4.5 Določanje koncentracije izbrane spojine v celičnem gojišču 
Pripravili smo standardne raztopine založnih spojin v topilu in vzorčne raztopine založnih 
spojin v celičnem gojišču. Topilo smo pripravili z ACN in ddH2O v razmerju 4:1 (V/V). 
Za zagotovitev ponovljivosti meritev smo izvajali enake postopke, pripravili raztopine z 
enako koncentracijo 30 µM ter analizirali 3 enake paralele. 
Priprava topila, standardnih raztopin, vzorcev in slepe kontrole: 
Spojina PR957: 
- Topilo: V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 1110,3 µL ACN in 277,6 µL 
ddH2O. 
- Kontrolna raztopina: V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 12,2 µL 
založne raztopine spojine in dodali 1387,8 µL topila. 
- Vzorec: V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 12,2 µL založne raztopine 
spojine in namesto topila dodali 1387,8 µL celičnega gojišča s proteini. 
Mikrocentrifugirko smo stresali na stresalniku 45 minut. 
- Slepa kontrola: V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 100 µL celičnega 
gojišča s proteini, 700 µL ACN, 100 µL ddH2O in 100 µL DMSO. 
Spojina DPLG3: 
- Topilo: V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 1098,4 µL ACN in 274,6 µL 
ddH2O.  
- Kontrolna raztopina: V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 27 µL založne 
spojine in 1373 µL topila.  
- Vzorec: V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 27 µL založne raztopine 
spojine in namesto topila dodali 1373 µL celičnega gojišča s proteini. 
Mikrocentrifugirko smo stresali na stresalniku 45 minut. 
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- Slepa kontrola: V 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 100 µL celičnega 
gojišča s proteini, 700 µL ACN, 100 µL ddH2O in 100 µL DMSO. 
Pred UHPLC analizo smo mikrocentrifugirke z vzorčnimi raztopinami in slepimi 
kontrolami za obe spojine centrifugirali ter filtrirali v viale skozi membranske filtre z 
velikostjo por 0,22 µm. Nato smo na UHPLC kolone injicirali po 5 µL vsake izmed 
pripravljenih raztopin v zaporedju slepa kontrola, kontrolna raztopina posamezne spojine, 
vzorčna raztopina posamezne spojine ter ponovno slepa kontrola. Kromatografski pogoji 
analiznih meritev spojin PR957 in DPLG3 so bili enaki tistim, ki so navedeni v 
podpoglavju Optimizacija metode UHPLC. 
Izkoristek smo izračunali za vsako spojino posebej po Enačbi 3: 
Enačba 3: Izračun izkoristka 
𝑐𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎 𝑣 𝑐𝑒𝑙𝑖č𝑛𝑒𝑚 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑗𝑢
𝑐𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑎
𝑥 100% = % 𝑖𝑧𝑘𝑜𝑟𝑖𝑠𝑡𝑘𝑎 
Enačba 4: Izpeljava enačbe za izračun koncentracije izbrane spojine v celičnem gojišču 
𝑐𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎 𝑣 𝑐𝑒𝑙𝑖č𝑛𝑒𝑚 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑗𝑢
𝑐𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑎
=
𝐴𝑈𝐶𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎 𝑣 𝑐𝑒𝑙𝑖č𝑛𝑒𝑚 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑗𝑢
𝐴𝑈𝐶𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑎
 
𝑐𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎 𝑣 𝑐𝑒𝑙𝑖č𝑛𝑒𝑚 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑗𝑢 =





V zadnji UHPLC analizi smo za obe spojini izvedli metodo, kjer smo namesto 0,1 % TFA 
uporabili mravljično kislino in ACN. Z uvedeno spremembo MF smo preverili, kako bi se 
vzorčni spojini obnašali na kromatografskem sistemu pred masnim detektorjem. 
Priprava slepe kontrole in vzorčnih raztopin 
Slepa kontrola: v 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 100 µL DMSO, 500 µL ACN 
in 400 µL ddH2O. 
Vzorec spojine PR957: v 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 100 µL založne 
raztopine ter dodali 500 µL ACN in 400 µL ddH2O. 
Vzorec spojine DPLG3: v 2-mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali 100 µL založne 
raztopine ter dodali 500 µL ACN in 400 µL ddH2O. 
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Vse pripravljene raztopine smo filtrirali v viale skozi membranske filtre z velikostjo por 
0,22 µm.  
Na UHPLC kolone smo injicirali po 5 µL vsake izmed pripravljenih raztopin v zaporedju 
slepa kontrola, vzorčna raztopina posamezne spojine in ponovno slepa kontrola. 
Tabela IX: Prikaz poteka gradientne elucije pri spojini PR957 na fenilni koloni 
Čas metode 
(min) 
Delež topila A 
- mravljična 
kislina (%) 
Delež topila B 
– MeOH (%) 
-3,0 75 25 
0,0 75 25 
6,0 25 75 
8,0 25 75 
8,2 75 25 
 
Tabela X: Prikaz poteka gradientne elucije pri spojini DPLG3 
Čas metode 
(min) 
Delež topila A - 
mravljična 
kislina (%) 
Delež topila D – 
ACN (%) 
-3,0 75 25 
0,0 75 25 
6,0 25 75 
8,0 25 75 
8,2 75 25 
 
Ostali kromatografski pogoji analiznih meritev spojin PR957 in DPLG3 so bili enaki 




5. Rezultati in razprava 
5.1. Razvoj metode UHPLC 
Začetno analizo smo za obe spojini izvedli na koloni s stacionarno fazo tipa C18 in pod 
enakimi kromatografskimi pogoji. Edina sprememba, ki smo jo uvajali, je bila kombinacija 
posameznih topil. Analizni spojini nimata kislih lastnosti, zato smo vzorce pripravili v 
raztopini DMSO in raztapljanje pospešili s pomočjo UV kadičke. 
Kromatografski pogoji: 
- topilo: ACN in ddH2O 
- volumen injiciranja: 5 µL 
- pretok: 0,4 mL/min 
- temperatura kolone: 40 °C 
- gradientna ločba (95 → 5 0,1 % TFA in 5 → 95 % ACN) 
- kolona Waters® Acquity UPLC® HSS C18 SB 1,8 µm, 2,1 mm × 50 mm 
- valovna dolžina: 254 nm  
Testirali smo štiri različne kombinacije topil: 
- 0,1 % TFA, ACN 
- ddH2O, ACN 
- 0,1 % TFA, MeOH 
- ddH2O, MeOH 
Predvidevali smo, da bo metoda z 0,1 % TFA in ACN ustrezna za spojino DPLG3, vendar 
pa tega pri prvih meritvah nismo potrdili. Poleg signala, ki je pripadal neretiniranemu 
topilu DMSO, se je pojavil še neindentificiran signal. Ugotovili smo, da polimer, ki ga 
prebode igla, odpušča neznano spojino. To se je zgodilo le v primeru, ko je bil pokrov 
viale preslabo privit in je igla potisnila polimer v njeno notranjost. Slednje smo preverili 
tako, da smo pokrovček potopili v raztopino, s katero smo pripravljali vzorce in jo injicirali 
v kromatografski sistem. Pri 5,09 min se pojavi močan signal za spojino, ki jo odpušča 
polimer (Slika 15), signal spojine bi pričakovali pri 3,71 min (Slika 16). Močnejše privitje 




Slika 14: Kromatogram slepe kontrole z gumo in izbrano spojino DPLG3 
 
Slika 15: Kromatogram vzorčne raztopine z gumo, kjer eni od spojin, ki jih odpušča gumijasta 
septa, pripada vrh pri 5,09 min. 
 
Slika 16: Kromatogram standardne raztopine spojine DPLG3, ki ji priprada vrh po 3,72 min. 
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Za spojino DPLG3 smo nato ponovili začetno analizo za preverjanje ustreznosti 
kombinacije topil. Po pričakovanjih se je za spojino DPLG3 izkazala ustrezna metoda z 0,1 
% TFA in ACN. Za spojino PR957 v prvi meritvi nismo dobili elucije, signali so bili 
asimetrični in preširoki. Za najustreznejšo metodo se je izkazala kombinacija ddH2O in 
MeOH. 
5.1.1. Razvoj končne metode UHPLC 
Glede na začetne analize smo pri obeh spojinah spremenili nekatere kromatografske 
pogoje, saj smo s tem zagotovili optimalno elucijo spojine ter kar se da simetrične in ozke 










BEH Phenyl 1,7 µm je vodila v spremembo nekaterih kromatografskih 
pogojev. Na fenilni koloni smo pričakovali daljšo retencijo spojine kot na koloni C18, 
signal se pojavi pri 9,22 min (Slika 17). Fenilno kolono smo lahko tudi segreli na precej 
višjo temperaturo, to pa je posledično znižalo tlak pri eluciji. Rezultati analize s 
spremenjenimi kromatografskimi pogoji so bili boljši v primerjavi s tistimi na začetku na 
C18 koloni. 
Poskusili smo tudi z vpeljavo fosfatnega pufra kot nove MF. Spojina PR957 je namreč 
hidrofilna in pričakovali smo, da bo ob višji ionski jakosti zaradi fosfatnega pufra 
povečana retencija. Izvedli smo eno analizo, vendar pa smo na kromatogramu dobili 
asimetrični signal (pojav tailinga). Metoda, ki smo jo uporabili pri vseh nadaljnjih 
poskusih s PR957, je bila osnovana na fenilni koloni, topili za mobilno fazo pa sta bili 




Slika 17: Kromatogram spojine PR957 na fenilni koloni Waters® Acquity UPLC® BEH Phenyl 
1,7 µm 
Z DAD detektorjem smo tudi posneli absorbcijski spekter PR957, ki je imel maksimalne 
vrednosti 202 nm, 224 nm in 277 nm. Izbrali smo zadnjo valovno dolžino za snemanje 
kromatograma. Pri tej valovni dolžini namreč v primerjavi z ostalima dvema absorbira 
najmanj spojin prisotnih v celici. 
Spojina DPLG3 
Začetno metodo za analizo DPLG3 smo skrajšali za 3 minute. Med kromatografskimi 
pogoji je zato prišlo do spremembe v gradientu ločbe in trajanju celotne metode, ostali 
pogoji pa so ostali nespremenjeni. Spojina se je eluirala bistveno prej kot pri prejšnji 
metodi, zato smo lahko skrajšali čas metode. Primer kromatograma krajše metode 
predstavlja Slika 18. Pri spojini DPLG3 se je absorbcijski maksimum nahajal pri 278 nm, 
zato smo vse nadaljnje analize izvajali pri tej valovni dolžini, ki je najbolj specifična. 
 
Slika 18: Kromatogram krajše metode spojine DPLG3 s kolono Waters® Acquity UPLC® HSS 
C18 SB 1,8 µm 
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5.2. Rezultati analize meritev UHPLC 
5.2.1. Meja detekcije in kvantifikacije 
Za določitev meje detekcije in kvantifikacije smo pripravili vzorce z naraščajočimi 
koncentracijami in skušali najti najnižjo vrednost, pri kateri je signal spojine še zaznaven 
in dobimo ustrezno razmerje med signalom in šumom (vsaj 3 za mejo detekcije oziroma 
vsaj 10 za mejo kvantifikacije).  
Spojina PR957 
S 5 µL volumnom injiciranja vzorca smo uspeli doseči razmerje signal:šum = 10 pri 
koncentraciji 0,002 mg/mL (Slika 19). Slednji kromatogram ni povsem zadovoljiv, saj je 
slika premajhna in ne pokaže ključnih podatkov za določitev limite detekcije oz. 
kvantifikacije. Težave z aparaturo so nam namreč onemogočile pridobitev nove in boljše 
slike. Pri teh meritvah smo uporabili valovno dolžino 277 nm, kjer je občutljivost največja. 
 
Slika 19: Meja detekcije spojine PR957 s koncentracijo 0,002 mg/mL pri valovni dolžini 277 nm. 
Kromatogram je skaliran na maksimalen oz. minimalen odziv. 
Spojina DPLG3 
S 5 µL volumnom injiciranja vzorca smo uspeli doseči razmerje signal:šum = 10 pri 
koncentraciji 0,0008 mg/mL (Slika 20). Končni kromatogrami so bili na meji 
sprejemljivosti, saj bazna linija ni bila ravna, razlog so lahko bile prisotne nečistote.  Pri 
teh meritvah smo spremljali tudi vrednosti λ, pri katerih spojina najbolj absorbira. Najvišjo 
vrednost absorbance smo dobili pri λ = 219 nm, ki je pomenila najnižjo mejo detekcije. Na 
osnovi tega smo posledično potrdili vrednost λ, ki zagotavlja najbolj občutljivo metodo. 




Slika 20: Meja detekcije spojine DPLG3 pri koncentraciji 0,0008 mg/mL in valovni dolžini 278 nm 
5.2.2. Topnost v vodi 
Glede na molekulsko strukturo obeh spojin pričakujemo dobro topnost v vodi. Oba sta 
namreč peptidomimetika, ki bi zaradi peptidne strukture in ostalih polarnih skupin morala 
biti relativno dobro topna v vodi. 
Spojina PR957 
V mikrocentrifugirki takoj po dodatku 0,12 mg spojine v ddH2O, po 1 uri in 24 urah 
stresanja nismo opazili nobenih ostankov vidnih delcev. Končne slike kromatogramov niso 
bile ustrezne in posledično iz njih nismo mogli ničesar razbrati. Glavni vzrok za težave pri 
ugotavljanju topnosti je bilo pomanjkanje zadostne količine izhodne spojine, da bi dobili 
nasičeno raztopino, zato smo opustili določanje topnosti PR957. Vendar glede na to, da se 
je vsa spojina raztopila, lahko sklepamo, da topnost ne bo omejitveni faktor. 
Spojina DPLG3 
V mikrocentrifugirki smo takoj po dodatku spojine v ddH2O lahko opazili vidne ostanke 
spojine, zato smo poskušali pospešiti raztapljanje z UV kadičko, vendar nismo uspeli 
raztopiti vse spojine. Prav tako nismo opazili nobenih vidnih sprememb po 1 uri in 24 urah 
stresanja mikrocentrifugirke na stresalniku. Na kromatogramu spojine v vodi po 24 urah je 
bila izmerjena zelo nizka površina vrha 0,005 mAU*min, v vodi in ACN po 1 uri pa je 
signal nekoliko višji, površina vrha je bila 0,030 mAU*min. Z dodatkom ACN smo torej 
dosegli minimalno raztapljanje spojine. Pred UHPLC meritvijo smo vzorec centrifugirali 
in nato filtrirali, da smo se izognili morebitnemu prenosu delcev, ki so se ob dodatku ACN 
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raztopili. Končna koncentracija raztopljenega vzorca v vodi po 24 h je bila 0,000069 
mg/mL in v vodi ter ACN po 1 h 0,00041 mg/mL.  Z analizo smo potrdili slabo topnost 
spojine v vodi in nekoliko boljšo topnost ob dodatku organskega topila.  
5.2.3. Stabilnost spojin 
5.2.3.1. Obarjanje proteinov z ACN in i-Pr ter centrifugiranje 
Meritve za preverjanje stabilnosti spojin smo opravili v mediju za gojenje celic z dodatki in 
brez dodatkov. Za nadaljnjo delo smo se osredotočili predvsem na rezultate meritev v 
mediju za gojenje celic z dodatki, ki je dober približek dogajanja v celicah. Iskali smo 
ustrezno topilo (ACN ali i-Pr), ki bi pri spojini v mediju za gojenje celic z dodatki podal 
podobno vrednost AUC kot pri slepi kontroli samo topila in medija za gojenje celic z 
dodatki. Na podlagi meritev smo za vsako spojino posebej izračunalni izkoristek za obe 
topili in medijem za gojenje celic z dodatki, ki predstavlja razliko med dvema vrhovoma in 
vrednostima AUC. V idealnem primeru bi bila njegova vrednost 100 %. Na osnovi 
izračunanega izkoristka smo nato lahko predvidevali, koliko spojine se veže na proteine v 
mediju za gojenje celic in koliko spojine ostane proste v gojišču. 
Spojina PR957 
Pri merjenju stabilnosti spojine v mediju za gojenje celic smo imeli tehnične težave z 
UHPLC napravo. Ob zagonu sekvence je tlak glede na nizek pretok močno narastel, česar 
kolona ne bi zdražala in je bil sistem zato vsakič samodejno ustavljen, prekinila pa se je 
sekvenca oz. izvajanje analiz. Težavo smo poskušali rešiti z zamenjavo fenilne kolone, saj 
je možno, da je na prvotni prišlo do obarjanja kakšne spojine in je bil posledično na njej 
previsok upor. Sistem smo zato spirali z različnimi kombinacijami topil (MeOH, ddH2O). 
Poleg tega je pri delu na UHPLC odpovedal grelec, ki termostatira mobilno fazo, preden 
gre ta na kolono, zato je mogoče, da je pri teh meritvah prišlo do manjših odklonov.  
Na kromatogramu slepe kontrole topila ACN oziroma i-Pr in medija za gojenje celic z 
oziroma brez dodatkov nismo dobili nobenega signala, kar smo tudi želeli doseči. Signale 
pri standardni kontroli spojine samo v topilu brez medija za gojenje celic (Slika 21 in 23) 
smo vsakič dobili približno pri tR = 3,510 min. Na osnovi poznanega retencijskega časa 
spojine smo preverili in potrdili prisotnost spojine v mediju za gojenje celic z dodatki. 
AUC vrednost vzorčne spojine v ACN oziroma i-Pr brez medija za gojenje celic je precej 
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višja kot tista v mediju, saj se spojina ob dodatku tega verjetno veže na proteine, ki so 
prisotni v njem. Glede na vrednost AUC spojine s topili in medijem za gojenje celic (Slika 
22 in 24), ki je nekoliko višja ob dodatku ACN, lahko sklepamo, da je njena topnost boljša 
v ACN, razlika pa ni velika. Izkoristek spojine PR957 v ACN je znašal 2,94 %, v i-Pr pa 
6,30 %. Spojina je na osnovi tega bolj stabilna v i-Pr in mediju za gojenje celic z dodatki. 
Ne glede na to, so dobljene vrednosti izkoristka izredno nizke, zaradi česar sklepamo, da je 
tudi razpoložljivost te spojine za porazdeljevanje v notranjost celic, kjer je njihova tarča, 
sorazmerno majhna. Nizke vrednosti namreč pomenijo, da se velik delež spojine veže na 
proteine v mediju za gojenje celic in je proste spojine, ki prehaja preko celične membrane, 
relativno manj. 
 
Slika 21: Kromatogram vzorčne raztopine spojine PR957 v ACN brez medija za gojenje celic 
 





Slika 23: Kromatogram vzorčne raztopine spojine PR957 v i-Pr brez medija za gojenje celic 
 
Slika 24: Kromatogram vzorčne raztopine spojine PR957 v i-Pr in mediju za gojenje celic z dodatki 
Enačba 5: Enačba za izračun izkoristka spojine PR957 v ACN 
𝐴𝑈𝐶 𝐴𝐶𝑁 + 𝑠𝑒𝑟𝑢𝑚
𝐴𝑈𝐶𝐴𝐶𝑁
×  100 % =  
0,040
1,360
× 100 % = 2,94 % 
Enačba 6: Enačba za izračun izkoristka spojine PR957 v i-Pr 
𝐴𝑈𝐶 𝑖−𝑃𝑟 + 𝑠𝑒𝑟𝑢𝑚
𝐴𝑈𝐶𝑖−𝑃𝑟
×  100 % =  
0,037
0,587
× 100 % = 6,30 % 
Spojina DPLG3 
Signali slepih kontrol topila ACN oziroma i-Pr in medija za gojenje celic z oziroma brez 
dodatkov so bili zelo podobni. V mediju z dodatki vsakič izmerimo dodatne signale, 
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verjetno zaradi prisotnosti proteinov. V standardnih kontrolah spojine in posameznega 
topila brez medija za gojenje celic smo signal vedno dobili približno pri tR = 4,920 min 
(Slika 25 in 27). S poznanim retencijskim časom spojine smo nato preverili in potrdili 
prisotnost spojine ob dodatku medija z ali brez dodatkov. Pri DPLG3 z ACN smo dobili 
AUC = 1,813 mAU*min (Slika 25), pri i-Pr pa 1,619 mAU*min (Slika 27), kar je 
posledica napak med posameznimi meritvami zaradi redčenja. Izkoristek spojine DPLG3 v 
ACN je znašal 12,56 %, v i-Pr pa 19,27 %. Slednje vrednosti izkoristka so sicer nizke, kar 
pomeni, da se spojina v obeh primerih močno veže na proteine v mediju za gojenje celic in 
jo je razmeroma malo v prosti obliki. Slaba stabilnost v mediju predstavlja veliko oviro v 
morebitnem zdravljenju s spojino DPLG3. 
 
Slika 25: Kromatogram vzorčne raztopine spojine DPLG3 v ACN brez medija za gojenje celic 
 





Slika 27: Kromatogram vzorčne raztopine spojine DPLG3 v i-Pr brez medija za gojenje celic 
 
Slika 28: Kromatogram vzorčne raztopine spojine DPLG3 v i-Pr in mediju za gojenje celic z 
dodatki 
Enačba 7: Enačba za izračun izkoristka spojine DPLG3 v ACN 
𝐴𝑈𝐶 𝐴𝐶𝑁 + 𝑠𝑒𝑟𝑢𝑚
𝐴𝑈𝐶𝐴𝐶𝑁
×  100 % =  
0,228
1,813
× 100 % = 12,56 % 
Enačba 8: Enačba za izračun izkoristka spojine DPLG3 v i-Pr 
 
𝐴𝑈𝐶 𝑖−𝑃𝑟 + 𝑠𝑒𝑟𝑢𝑚
𝐴𝑈𝐶𝑖−𝑃𝑟
×  100 % =  
0,312
1,619




5.2.3.2. Določanje ustrezne valovne dolžine merjenja 
Pred določanjem kinetike razpada spojin smo za vsako spojino morali določiti ustrezno 
valovno dolžino meritve absorbcijskega maksimuma (Amax). V tem primeru smo vzročno 
raztopino pripravili z raztapljanjem spojine v mediju za gojenje celic z dodatki, zato smo 
rezultate dobili pri drugi valovni dolžini kot pri postavitvi metode. Natančnost meritve smo 
poskušali doseči z izbiro ozkega spektra valovne dolžine in dolgotrajnim snemanjem. Na 
osnovi poznane začetne koncentracije vzorčne raztopine in izmerjenih absorbanc smo 
izračunali končno koncentracijo spojine, pri kateri smo v naslednjem koraku ugotavljali 
kinetiko razpada. Slednja koncentracija bi lahko bila ugodna za nadaljnjo določanje 
kinetike razpada in končne celične meritve. 
Spojina PR957 
 
Slika 29: Določanje ustrezne valovne dolžine za merjenje absorbančnega maksimuma pri spojini 
PR957. Rdeča krivulja predstavlja slepo meritev in zelena krivulja predstavlja spojino PR957 pri 
koncentraciji 3,45 × 10
-3
 mol/L. Modro in rožnato krivuljo lahko zanemarimo. 
Na mikrotitrskem čitalcu smo dobili zgornji graf spojine z različnimi začetnimi 
koncentracijami (Slika 29). Zelena krivulja predstavlja najbolj optimalno meritev A vzorca 
spojine v mediju za gojenje celic z začetno koncentracijo 3,45 × 10
-3
 mol/L, rdeča krivulja 
predstavlja slepo meritev (medij za gojenje celic z dodatki). Ostalih krivulj na grafu ne 
upoštevamo. Od dobljenih rezultatov smo odšteli slepo meritev in določili Amax = 0,977 pri 
valovni dolžini λ = 275 nm. Pri isti valovni dolžini smo v nadaljevanju določali kinetiko 








Slika 30: Določanje ustrezne valovne dolžine za merjenje absorbančnega maksimuma pri spojini 
DPLG3 
Na mikrotitrskem čitalcu smo dobili zgornji graf spojine z začetno koncentracijo 1,561 
mmol/L (Slika 30). Rdeča krivulja predstavlja slepo meritev (mediju za gojenje celic z 
dodatki), zelena pa naš vzorec (spojina z medijem za gojenje celic z dodatki). Od dobljenih 
rezultatov smo odšteli slepo meritev in določili Amax = 0,841 pri valovni dolžini λ = 275 
nm. Pri isti valovni dolžini smo v nadaljevanju ugotavljali kinetiko razapada v mediju za 
gojenje celic. Izračunali smo koncentracijo 1,25 × 10
-4 
mol/L. 
5.2.3.3. Kinetika razpada spojine v mediju za gojenje celic 
 
Slika 31: Prikaz kinetike razpada izbranih spojin PR957 in DPLG3 v mediju za gojenje celic 
Zgornji graf na Sliki 31 prikazuje meritve kinetike razpada posamezne spojine v mediju za 
gojenje celic za določanje stabilnosti spojine v njem. Ta je namreč predpogoj za nadaljnjo 
uspešno delo na celicah. Rdeča krivulja predstavlja slepo meritev (medij za gojenje celic z 
dodatki), roza krivulja predstavlja meritev za spojino DPLG3 in svetlo modra krivulja za 
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spojino PR957. Ostale krivulje za nas niso pomembne. Za prave rezultate smo od krivulje 
posamezne spojine odšteli slepo. Spremljali smo nihanje absorbance v odvisnosti od časa 
pri konstantni temperaturi 37 °C. 
Spojina PR957 
Iz Grafa 1, kjer smo preverjali lineranost izmerjenih absorbanc, je razvidno minimalno 
nihanje absorbance med vrednostjo 1,05 in 1,09. Naklon premice se ni spremenil, med 
celotno analizo torej ni bilo bistvenih sprememb v koncentraciji in nismo ugotovili kakšne 
reaktivnosti z inkubacijskim gojiščem. Predvidevamo lahko, da je spojina v mediju za 
gojenje celic z dodatki stabilna.  
 
Graf 1: Prikaz linearnosti izmerjenih absorbanc za določanje stabilnosti spojine PR957 v mediju za 
gojenje celic 
Spojina DPLG3 
Iz Grafa 2 je razviden večji razpon izmerjenih vrednosti A, in sicer med 0,272 in 0,106. 
Takoj na začetku po dveh urah meritev sicer lahko opazimo padec krivulje, kar verjetno 
pomeni, da se s spojino v mediju za gojenje celic nekaj zgodi in povzroči zmanjšanje njene 
koncentracije. V nadaljevanju je bila ta relativno konstantna, po sedmih urah meritev pa 
zopet lahko opazimo strm padec krivulje. Slednji je sicer večji kot tisti na začetku, vendar 




















Graf 2: Prikaz linearnosti izmerjenih absorbanc za določanje stabilnosti spojine DPLG3 v mediju 
za gojenje celic 
Za obe izbrani spojini je bilo do sedaj narejenih kar nekaj raziskav na celicah in živalih, 
zato smo sklepali, da sta oba zaviralca pri teh pogojih stabilna. Če primerjamo rezultate 
spojine DPLG3 z rezultati spojine PR957, lahko ocenimo slabšo stabilnost spojine DPLG3 
v mediju za gojenje celic, kar pa je ravno nasprotno pričakovanjem. DPLG3 je namreč 
nekovalentni zaviralec, medtem ko je PR957 kovalentni in je bil slednji tudi bolj reaktiven. 
Kljub temu smo končne celične meritve opravili tako za spojino PR957 kot tudi za 
DPLG3. 
5.3. Rezultati analize celičnih meritev 
5.3.1. Merjenje proteinov 
Koncentracijo proteinov v mediju za gojenje celic smo merili z mikrotitrskim čitalcem pri 
λ = 750 nm. Vsako pripravljeno vzorčno raztopino izbranih spojin smo merili v dveh 
ponovitvah, saj smo s tem zagotovili ponovljivost in natančnost meritev (paralela A in B).  
Osnova meritve je bila posebna DC metoda, ki je temeljila na nastanku kompleksa med 
Cu
2+
 ioni in aminokislinami proteinov. DC metoda ni absolutna, zato smo za določanje 
koncentracije proteinov v neznanem vzorcu potrebovali umeritveno krivuljo, ki smo jo 
dobili z merjenjem A standardnega proteina s poznano koncentracijo. Uporabili smo BSA 
standard v enakem pufru, kot se je nahajal naš vzorec, da smo lahko upoštevali prispevek 
raztopine. Vsem povprečnim vrednostim izmerjenih absorbanc standarda in vzorčnih 
raztopin smo odšteli povprečno vrednost absorbance slepe meritve. Slednje je 



















(Graf 3) smo nato z izmerjenimi absorbancami za vsako paralelo pripravljene vzorčne 
raztopine izbranih spojin izračunali koncentracijo proteinov, ki smo jo zaradi upoštevanja 
redčitve pri delu pomnožili s 3. 
Tabela XI: Prikaz koncentracij in izmerjenih absorbanc standardnega proteina BSA 
Koncentracija standardnega 
proteina BSA (mg/mL) 








Slepa meritev 0,19475 
 
 
Graf 3: Umeritvena krivulja standardnega proteina BSA z znano koncentracijo in krivulja meritev 
vzorčnih raztopin izbranih spojin PR957 in DPLG3 
Tabela XII: Prikaz izmerjenih absorbanc in izračunanih koncentracij proteinov za izbrani spojini 








PR957 (paralela A) 0,216 0,163 2,573 
y = 0,1607x + 0,0218 
R² = 0,9232 
y = 0,1856x + 0,063 


























PR957 (paralela B) 0,339 0,186 3,056 
DPLG3 (paralela A) 0,283 0,176 2,835 
DPLG3 (paralela B) 0,278 0,175 2,814 
Slepa meritev / 0,1698 / 
 
Izračunane vrednosti koncentracije proteinov za paraleli A in B spojine PR957 se nekoliko 
razlikujeta, kar pomeni, da smo verjetno med pripravo vzorcev naredili napako, ki se je 
prenašala vse do konca meritev. Večje ujemanje koncentracije proteinov smo dosegli med 
obema paralelama spojine DPLG3. Slednji rezultati so zato bolj zanesljivi. 
5.3.2. UHPLC določanje koncentracije izbrane spojine v celičnem gojišču 
Obe spojini sta se izkazali za stabilni v mediju za gojenje celic, zato smo pri obeh izvedli 
analizo celičnih meritev. Na osnovi predhodnih celičnih raziskav smo se odločili za 
začetno 25 µM koncentracijo, s katero naj bi se najbolje približali nižjim koncentracijam, 
ki prehajajo preko celičnih membran v celice. Poleg tega celice koncentracije, višje od te 
vrednosti, ne preživijo. S poskusno analizo smo ugotovili, da bo taka koncentracija za naši 
spojini prenizka, zato smo pripravili novo 30 µM koncentracijo. 
Spojina PR957 
Po 5,613 min elucije smo na kromatogramu dobili vrh, ki pripada naši spojini, AUC 
vzorčne raztopine spojine je 0,304 mAU*min (Slika 33). To lahko potrdimo s primerjavo 
kromatograma standardne kontrole na Sliki 32. Slednja vrednost AUC vzorčne raztopine je 
izredno nizka, težava je bila verjetno v izgubah ob obarjanju proteinov. Meritev vzorčne 
spojine v celičnem gojišču brez celic (Slika 34) je podala nekoliko višjo vrednost AUC 
(AUC = 0,333 mAU*min). Merili smo pri λ = 224 nm. Na koncu smo z Enačbo 4 
izračunali koncentracijo spojine v celičnem gojišču brez celic, ki je znašala 6,63 µM 




Slika 32: Kromatogram standardne kontrole spojine PR957 
 
Slika 33: Kromatogram vzorčne raztopine spojine PR957 na celicah 
 




Po 4,427 min elucije smo na kromatogramu dobili vrh, ki pripada naši spojini, AUC 
vzorčne spojine je 0,074 mAU*min (Slika 36). To lahko potrdimo s primerjavo 
kromatograma standardne kontrole na Sliki 35. Meritev vzorčne spojine v celičnem gojišču 
brez celic (Slika 37) je podala nekoliko višjo vrednost AUC (AUC = 0,138 mAU*min). 
Merili smo pri λ = 278 nm. Na koncu smo z Enačbo 4 izračunali koncentracijo spojine v 
celičnem gojišču brez celic, ki je znašala 2,9 µM oziroma 0,0019 mg/mL. 
 
Slika 35: Kromatogram standardne kontrole spojine DPLG3 
 




Slika 37: Kromatogram spojine DPLG3 v celičnem gojišču 
Za obe spojini so končni rezultati relativno dobri, saj sta obe uporabljeni metodi 
zadovoljivo občutljivi, kar pa še posebno velja za spojino DPLG3. Težava pa je, da kljub 
izračunani koncentraciji posamezne spojine v celičnem gojišču, zaradi dobljenega 
prenizkega izkoristka po obarjanju proteinov, ne moremo narediti zanesljivih zaključkov. 
Za bolj zanesljive rezultate bi morali v prihodnje najprej izboljšati postopek obarjanja 
proteinov, tako da bi bilo v supernatantu bistveno več spojine. To bi tudi povečalo 
občutljivost metode in omogočilo meritve tudi, kadar bi celice tretirali z nižjimi 
koncentracijami zaviralcev. 
5.4. Poskus UHPLC analize z mravljično kislino 
Detekcija z UV-VIS detektorjem se je sicer izkazala na občutljivo v našem primeru, a bi za 
detekcijo mnogo manjše koncentracije bil bolj primeren masni detektor. V tem primeru bi 
morali TFA zamenjati s kakšno drugo kislino oz. pufrom. Kot najenostavnejša možnost je 
navadno zamenjava TFA z mravljično kislino, zato smo se tega poslužili tudi mi. V 
primeru uspešne ločbe, bi metoda bila tako direktno prenosljiva na LC-MS, pri čemer bi 




Slika 38: Kromatogram spojine PR957 z mravljično kislino na fenilni koloni Waters® Acquity 
UPLC® BEH Phenyl 1,7 µm 
Na kromatogramu spojine PR957 (Slika 38) se je pojavil samo en vrh pri tR = 6,450 min, 
vendar nekoliko prej kot pri metodi s TFA. Žal pa je signal izrazito nesimetričen in 
razširen v primerjavi z metodo s TFA. 
 
Slika 39: Kromatogram meritve spojine DPLG3 z mravljično kislino na koloni Waters® Acquity 
UPLC® HSS C18 SB 1,8 µm. 
Še slabši pa je kromatogramu spojine DPLG3 (Slika 39), kjer je signal sestavljen iz več 
vrhov. Lahko zaključimo, da enostavna zamenjava TFA z mravljično kislino ne prinese 
zadovoljivih rezultatov in bi bil potreben ponoven razvoj ter optimizacija metode za 




Glavni namen te magistrske naloge je bil razvoj analitske metode na osnovi UHPLC 
sistema, s katero bi lahko ugotovili vzrok neaktivnosti spojin PR957 in DPLG3 na celicah. 
Z razvito metodo smo nato določali topnost, kjer lahko zaključimo, da sta obe spojini 
zadovoljivo topni. Za PR957 sicer nismo uspeli ugotoviti topnosti, ker nismo imeli na 
voljo dovolj spojine. Zagotovo pa topnost oz. slaba topnost ni vzrok za neaktivnost 
omenjenih spojin. 
Ugotavljali smo stabilnost v mediju za gojenje celic z merjenjem absorbance oz. 
spremembe le-te. Tudi tu nismo zaznali nestabilnosti. V prihodnje bi bilo smiselno izvesti 
študijo stabilnosti za spojino PR957 s kakšnim nizkomolekularnim nukleofilom (npr. 
cistein ali glutation), ker je PR957 kovalentni zaviralec in bi načeloma lahko reagiral. V 
mediju se je namreč po obarjanju velik del spojine vezal na proteine, tu pa ne vemo, ali je 
ta vezava kovalentna ali nekovalentna. Prav vezava na proteine oz. proces obarjanja 
proteinov je bil vzrok, da nismo uspeli določiti znotrajceličnih koncentracij. Namreč 
majhna variacija pri obarjanju na koncu pomeni ogromno razliko v dobljeni znotrajcelični 
koncentraciji. Kljub temu se je UHPLC metoda z UV-VIS detektorjem izkazala za dovolj 
selektivno in občutljivo in bi v primeru optimizacije obarjanja proteinov lahko bila 
uporabna za določanje znotrajceličnih koncentracij za PR957 in DPLG3. Signala za 
omenjena zaviralca pri kromatogramih celičnih lizatov sta bila namreč dovolj dobra, da bi 
ju lahko kvantificirali. Odziv bi bil še mnogo močnejši, če bi proces obarjanja proteinov 
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